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En este trabajo se evaluó el porcentaje de remoción de azufre orgánico intrínseco en un 
carbón sub-bituminoso con alto contenido de azufre orgánico (1,16%). El estudio buscaba 
evaluar el porcentaje de remoción alcanzado mediante una cepa de rhodococcus 
rhodochrous IGTS8. 
 
Los ensayos se llevaron a cabo durante 6 días en un volumen de trabajo efectivo de 250 
ml, empleando tres diferentes tamaños de partícula malla 60,200 y 325, según la serie de 
tamices Tyler, porcentajes de pulpa (2%, 5% y 10%), ajuste o no  de pH en un valor de 6,5 
cada 24 horas, temperatura 30°C, pH inicial de 6,5 y agitación de 84 rpm. 
 
El porcentaje máximo de azufre orgánico removido fue 32,4% bajo condiciones de control 
de pH en un valor de 6,5, empleando un 10% pulpa y tamaño de partícula malla 60 según 
la serie Tyler. 
 





In this work the percentage of intrinsic organic sulfur removal was evaluated in a sub-
bituminous coal with high organic sulfur content (1.16%). The study sought to evaluate the 
removal percentage achieved by a strain of Rhodococcus rhodochrous IGTS8.  
 
The assays were carried out for 6 days in an effective working volume of 250 ml, using 
three different particle sizes of 60 mesh, 200 mesh and 325 mesh according to the Tyler 
sieve series, pulp percentage (2%, 5% and 10%), or no adjustment of pH to a value of 6.5 
every 24 hours, temperature 30 ° C, initial pH of 6.5 and agitation of 84 rpm.  
 
The maximum percentage of organic sulfur removed was 32.4% under control pH to a 
value of 6.5, using a 10% pulp and particle size of 60 mesh according to Tyler series. 
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El carbón es considerado como uno de los principales recursos energéticos a nivel 
mundial. Según La Agencia Internacional de Energía (IEA) el carbón provee el 40% de 
la energía necesaria en el mundo. Es la segunda fuente de energía primaria luego de los 
combustibles y la primera en generación de energía eléctrica (IEA, 2014). Representa la 
reserva de energía fósil más grande del mundo jugando un papel muy importante como 
forma alternativa de energía en muchos países, especialmente aquellos en vía de 
desarrollo. Reemplaza a combustibles como el gas natural y el petróleo, ya que las 
reservas estimadas de éstos alrededor del mundo indican un abastecimiento limitado, 
quedando el carbón como única fuente accesible (Gómez et al., 1999).  
 
Sin embargo al igual que otros combustibles fósiles, el carbón contiene altos contenidos 
de azufre tanto orgánico como inorgánico, los cuales se consideran como un 
constituyente indeseable y perjudicial tanto económico como ambientalmente (Gómez et 
al., 1997). El azufre es una molécula no deseable en los carbones coquizables ya que 
los niveles permitidos en operaciones metalúrgicas, no debe superar un porcentaje 
mayor a 0,6% (Bhatnagar et al., 1998). Esto se debe a una fijación en el coque que 
debilita el metal reducido (Valderrama, 2000). Es por esto, que el empleo del carbón con 
altas concentraciones de azufre en los procesos industriales de gasificación, coquización 
y combustión, no es viable y por esto exige soluciones inmediatas para poder hacer uso 
de este energético en forma limpia. (Komnitsas et al., 2001). 
 
A nivel mundial se han implementado estrictas regulaciones ambientales para las 
emisiones de compuestos de azufre durante la combustión del carbón, siendo este uno 
de los problemas más importantes que la industria minera debe empezar a afrontar, ya 
que de esta manera se ve restringido su uso a nivel industrial. Por esto se hace necesario 
el uso de técnicas que permitan eliminar los contenidos de azufre, con el fin de garantizar 
el cumplimiento de las exigencias mínimas, tanto ambientales como de calidad 




La organización mundial de la salud (OMS) establece para el dióxido de azufre que las 
concentraciones no deben exceder 20 µg/m3. En Colombia se adopta la guía nacional 
de modelación de la calidad del aire y toman como referencias los datos de la OMS, por 
lo cual según la resolución 601 de 2006 modificada por la resolución 610 de 2010 la 
máxima concentración anual permitida es 80 µg/m3 (Ministerio De Ambiente, Vivienda Y 
Desarrollo Territorial, 2010). 
 
El proceso de combustión del carbón genera serios problemas de contaminación, ya que 
el azufre que se encuentra intrínseco es liberado y se combina con el oxígeno presente 
en la atmosfera formando trióxido de azufre (SO3), que al combinarse con el agua 
presente en la atmosfera generan ácido sulfúrico (H2SO4) compuesto principal de la 
polución y las lluvias ácidas (Prayuenyong, 2002; Cara et al., 2006). Como consecuencia 
se generan efectos de deterioro prolongados en los ecosistemas acuáticos y terrestres, 
además en edificaciones, bienes de interés cultural y en general corrosión de los diversos 
materiales usados por el hombre. Se considera que el mejor método para limitar la 
cantidad de óxidos de azufre emitidos a la atmósfera, consiste en reducir las 
concentraciones de azufre (orgánico e inorgánico) presente en el carbón, antes de su 
combustión (Calkins, 1994; U.S. Department of Energy, 1990). 
 
El estudio de mecanismos de desulfurización ha despertado un gran interés en 
científicos, ingenieros y ecologistas, siendo el azufre el más estudiado entre los 
diferentes componente del carbón (Cara et al., 2003). Los métodos tradicionales para 
remover el azufre del carbón sugieren técnicas físicas y químicas, las cuales, aunque 
eficientes, son costosas y su uso hace que el carbón sea menos competitivo en relación 
con otras fuentes de energía (Gómez. et al., 1v999).  
 
Los procesos físicos permiten separar gran parte del componente mineral del carbón y su 
rendimiento se disminuye considerablemente cuando se encuentra disperso; Se debe 
considerar que este método no presenta ningún efecto sobre el azufre orgánico ya que 
este se encuentra al interior de la matriz de carbono(Cara et al., 2003). La incapacidad de 
los métodos físicos para remover completamente las diferentes formas de azufre ha 
llevado al desarrollo de muchos procesos de desulfurización químicos y físico-químicos 
que se basan en agentes oxidantes y soluciones alcalinas y ácidas para separar materia 
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mineral de carbón y aunque los rendimientos son buenos (remociones aproximada de 90% 
azufre inorgánico y 10% azufre orgánico), parte de la materia combustible del carbón se 
pierde, además se generan altos costos y generación de residuos contaminantes 
(Prayuenyong, 2002; Cara et al., 2003).  
 
Se puede evidenciar entonces que lograr la remoción de azufre orgánico puede ser un 
poco más complicado que la remoción de azufre inorgánico, ya que este se presenta en la 
matriz de carbono formando enlaces covalentes con grupos tioles, sulfuros mercaptanos, 
disulfuros y tiofenoles, y por tanto matrices de estructura compleja las cuales no puede ser 
removidas por métodos convencionales.  
 
Se convierte en una necesidad buscar nuevas tecnologías las cuales sean amigables con 
el medio ambiente, sugiriendo investigaciones que apunten a métodos biológicos de 
desulfurización, conocidos por remover la mayor parte del azufre inorgánico y disminuir 
parte del azufre orgánico, sin afectar las propiedades de aglomeración de los carbones 
coquizantes (Bozdemir et al., 1996). 
 
Los mecanismos de biodesulfurización del carbón se han estudiado a nivel de laboratorio, 
y se han evaluado diferentes factores fisicoquímicos (Ej.: pH, Oxígeno disuelto (OD), 
temperatura, concentración de sulfatos en el lixiviado) y biológicos (tipo de inóculo de 
microorganismos y su perfeccionamiento) en diferentes tipos de biorreactores, 
principalmente en tanques agitados y en columnas de lecho empacado (Cara et al., 2006), 




1. Estado del Arte – Marco Teórico 
El carbón es un combustible fósil el cual se considera geológicamente parte de las rocas 
sedimentarias Las partículas de materia orgánica en secuencias sedimentarias oscilan 
entre ocurrencias diseminadas y materia orgánica concentrada en los carbones. La 
clasificación de la materia orgánica se basa en las relaciones atómicas de H/C y O/C  
(Van Krevelen, 1993).  
 
El carbón está compuesto por diferentes macerales los cuales están definidos como 
componentes orgánicos microscópicos claramente identificados en el carbón. Estos se 
derivan de los remanentes de las plantas marinas, acuáticas y lacustres (Suarez – Ruiz, 
2012). Su apariencia es una función del (i) material de origen, (ii) la composición inicial 
antes y durante la etapa de turba y (iii) el grado de evolución experimentado. Los 
macerales se distinguen uno del otro según las propiedades físicas y ópticas y su 
aceptación universal está dada por la clasificación de macerales dada por la ICCP  en 
tres grupos: liptinita, inertinita y vitrinita (ICCP, 1963, 1971, 1975, 1998, 2001; Sýkorová 
et al., 2005). Estos grupos se subdividen en una variedad de sub-grupos de macerales, 
macerales y variedades de macerales.  
1.1 Proceso de carbonificación 
La carbonificación es un proceso que afecta la materia orgánica luego de la deposición. 
Este es el proceso donde la materia orgánica esta sepultada y sometida a altas 
temperaturas por largos periodos, así como a diferentes presiones en algunas etapas 
(Suarez – Ruiz, 2012). 
A través de la carbonificación la turba original se transforma y pasa a través de etapas 
progresivas donde evoluciona a estados de evolución conocidos como lignito, sub-
bituminoso, bituminoso, antracita y meta-antracita. Un proceso continuo de carbonificación 
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puede finalizar en un proceso de grafitización. El nivel de evolución alcanzado por un 
carbón a través del proceso de carbonificación se denomina rango (Suarez – Ruiz, 2012).  
La carbonificación se divide en dos fases definidas como carbonificación bioquímica y 
cabonificación geoquímica, estas se definen a continuación. 
 Carbonificación bioquímica: son todas las transformaciones que se generan a 
partir de la acción de hongos, bacterias aeróbicas (primera etapa) y bacterias 
anaeróbicas (segunda etapa). El resultado es el paso de turba a lignito 
(Llorente, 1999). 
 
 Carbonificación geoquímica: consiste en los procesos físico-químicos de 
transformación los cuales ocurren durante el enterramiento de la materia 
orgánica, donde los principales agentes transformadores son la presión 
(litoestatica y tectónica), la temperatura (a mayor temperatura mayor rango) y 
el tiempo (a mayor tiempo mayor es el rango). El resultado es el aumento de 
poder calorífico la concentración de carbono, así como la perdida de oxigeno 
(O), Hidrogeno (H), Agua (H2O) y materias volátiles, aumento de la 
compactación, dureza, densidad y reflectancia (Llorente, 1999). 
 
Los rangos del carbón se determinan según las características descritas en la tabla 1-
1. 
 
Tabla 1-1. Rangos del carbón (Llorente, 1999) 
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1.1.1 Composición del carbón 
El carbón es un combustible sólido de origen vegetal, para su formación es necesario que 
se dé un proceso de descomposición de vegetales.  
 
 Composición Principal  
La composición macroscópica del carbón y su apariencia homogénea o heterogénea está 
relacionada directamente con su composición. Macroscópicamente todos los carbones 
están clasificados en dos categorías sapropélicos o húmicos (Suarez – Ruiz, 2012). Los 
carbones húmicos son los más comunes en la naturaleza y por el contrario los carbones 
sapropélicos son escasos y de apariencia homogénea. 
Los litotipos son bandas reconocibles macroscópicamente en los carbones húmicos (ICCP, 
1963). Los litotipos descritos son cuatro (i) vitreno, (ii) clareno, (iii) dureno, (iv) fuseno.  
 Contenido De Cenizas 
Las cenizas son el material incombustible del carbón, son posibles materiales extraños que 
penetraron durante su formación o rocas atrapadas durante el proceso de extracción. Entre 
las materias minerales se encuentran las que provienen del componente vegetal original, 
las disponibles en el agua presente en la formación, las intercaladas entre la sustancia 
vegetal en descomposición y aquellas materias extrañas. 
La ceniza es la materia inerte del carbón, cuyo exceso rebaja el poder calorífico y 
disminuye, por tanto, su valor. Los constituyentes de la ceniza y sus temperaturas de fusión 
son de máxima importancia para el diseño de las calderas. Las temperaturas de fusión de 
las cenizas controlan la rapidez de combustión y la cantidad de enfriamiento necesario 
antes de que los gases entren a la zona de convección. 
 Otros Elementos Presentes En El Carbón  
Entre los múltiples componentes del carbón, los más incidentes en sus características y 
valor final son los siguientes: oxígeno, nitrógeno, azufre, minerales asociados y gases.  
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El azufre se encuentra en los carbones en proporciones variables desde 0.1% hasta más 
del 10%, formando parte de compuestos tanto orgánicos como inorgánicos (Calkins 
1994; Pérez, 1996). Este es uno de los principales componentes de los compuestos 
generadores de polución y gases contaminantes. 
 
 Azufre Inorgánico 
 
El azufre inorgánico se encuentra en el carbón en forma de sulfuros, sulfatos y azufre 
elemental. 
 
 Sulfuros: Existe una fuerte tendencia en la industria del carbón a referirse 
generalmente a todos los sulfuros como “azufre pirítico” (pirita: FeS2) y, aunque éste 
es el sulfuro dominante al igual que su polimorfo la marcasita, con frecuencia no es 
el único presente, es posible encontrar en proporciones menores otros sulfuros como 
esfalerita (ZnS), galena (PbS), arsenopirita (FeAsS) (Prayuenyong, 2002).  
 
Varias especies cristalinas de sulfuro de hierro han sido identificadas en el carbón, 
desde troilita (FeS), que en su forma hidratada hidrotroilita puede ser considerada 
como el estado inicial en el proceso de la formación de la pirita sedimentaria, hasta 
pirita y marcasita, pasando a través de la pirrotita (Rossi, 1993). La pirita se 
encuentra distribuida aleatoriamente como cristales a través del carbón pero no está 
enlazada a éste (Prayuenyong, 2002). 
 
El estudio del origen de la pirita en el carbón ha generado varias teorías. Entre ellas 
se propone que la pirita se forma como resultado de la reducción de sulfato de hierro 
presente en las aguas filtradas en el lecho del carbón. Con base en algunos 
investigadores, la pirita se forma cuando materia orgánica en descomposición, que 
libera H2S al medio, se pone en contacto con sulfatos y compuestos de hierro, 
reaccionando y ocurriendo una precipitación de sulfuro de hierro, el cual se transforma 
posteriormente en pirita (Pérez et al., 1982). 
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 Sulfatos: Este grupo incluye la barita (BaSO4), el yeso (CaSO4.2H2O), la anhidrita 
(CaSO4) y un buen número de sulfatos de hierro (Calkins, 1994). El azufre en la forma 
de sulfato es escaso en el carbón, raramente excede unas pocas centésimas de 
porcentaje, excepto en muestras altamente oxidadas o meteorizadas. Se producen 
principalmente por la oxidación de la pirita en condiciones húmedas (Pérez et al., 1982). 
 
 Azufre elemental (S): Raramente se presenta en el carbón. Aunque se ha reportado su 
presencia en algunos carbones de la India (hasta un 0,15%), para todo efecto práctico 
sólo se toma en cuenta el azufre en sus formas pirítica, sulfato y orgánica (Valderrama, 
2000). 
 
 Azufre Orgánico 
 
El azufre orgánico en el carbón puede encontrarse en forma de (i) compuestos alifáticos, 
(ii) aromáticos o (iii) formas heterocíclicas. Éstos pueden ser clasificados como tioles 
aromáticos o alifáticos (mercaptanos, tiofenoles), sulfuros o disulfuros aromáticos, 
alifáticos o mezclados (tioéteres, ditioéteres) y compuestos heterocíclicos del tipo tiofenol 
(dibenzotiofenol). Como se observa en la figura 1-1.  (Prayuenyong, 2002; Demirbas et 
al., 2002).  
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El azufre orgánico posiblemente proviene del azufre contenido por las plantas formadoras 
del carbón, como constituyente de proteínas y substancias protectoras (por ejemplo los 
glucósidos de las semillas). Se ha sugerido además que parte de este azufre puede 
derivarse de residuos de vida animal presentes en los pantanos de descomposición. 
Aunque tales residuos son poco comunes y se presentan en proporciones menores, serían 
similares en naturaleza al azufre orgánico de las plantas, que al descomponerse liberarían 
el azufre de los compuestos proteínicos a la atmósfera y parte se disuelve en el agua del 
pantano, donde posiblemente se combinan con compuestos de hierro disueltos o son 
absorbidos por materiales orgánicos formadores del carbón (Calkins, 1994; Pérez et al., 
1982). 
 
El azufre orgánico está unido covalentemente dentro de la gran estructura compleja del 
carbón y es difícil de remover físicamente o químicamente, en contraste con el azufre 
pirítico o inorgánico. 
 
Algunas de las principales formas de azufre presentes en los combustibles fósiles se han 
identificado como sulfuros y tiofenos, en mayor proporción, otros como disulfuros y 
especies oxidadas en menor proporción. (Calkins, 1997). 
 
Una caracterización más detallada mediante técnicas avanzadas muestra la presencia de 
grupos azufrados orgánicos como la DL- metionina sulfoxido, dibenzotiofeno sulfona, poli 
1, 4 fenil éter sulfona y acido 2 sulfonico antraquinona entre otras (Kasrai, 1995). 
 
 Minerales asociados 
 
Adicionalmente, otros minerales que comúnmente acompañan el carbón tienen gran 
importancia en los diversos procesos de desulfurización física, química y biológica. 
Dentro de estos se encuentran los minerales del grupo de los carbonatos, siendo la 
calcita (CaCO3) el más común de ellos. En el proceso de biodesulfurización los 
carbonatos actúan como un compuesto que al sufrir disociación del radical CO32-, liberan 
dióxido de carbono (CO2) en el sistema, aumentando el pH prevaleciente en la solución, 
dando como resultado inhibición o retardo el proceso de oxidación con microorganismos 
Capítulo 1 11 
 
acidófilos. Otros minerales asociados son cuarzo, dolomita, siderita, caolinita, ilita y una 
variedad de óxidos de hierro (Eligwe, 1988). 
 Gases 
El carbón absorbe cantidades considerables de gases, principalmente metano y otros 
hidrocarburos saturados. El porcentaje de gas contenido en el carbón y que se desprende 
bajo temperatura, constituye las materias volátiles, dato fundamental para caracterizar y 
clasificar un carbón. 
1.1.2 Productos Contaminantes Generados A Partir De La 
Combustión Del Carbón. 
 
El carbón es un combustible ampliamente utilizado en la industria energética a nivel 
mundial, pero así como posee una excelente capacidad calorífica presenta contaminantes 
en su estructura que son liberados en el proceso de combustión. 
El carbón al entrar en combustión genera radicales libre que son atraídos fácilmente por 
moléculas que se encuentran en la atmosfera formando compuestos altamente 
contaminantes y perjudícales para el equilibrio de los ecosistemas y la salud de las 
personas. A continuación se describen los contaminantes más destacados. 
 
 Dióxido de carbono 
 
La concentración de CO2 en la atmósfera está aumentando de forma constante debido al 
uso de carburantes fósiles como fuente de energía (Manahan, 2007) y es teóricamente 
posible demostrar que este hecho es el causante de incrementar la temperatura de la 
Tierra, el denominado efecto invernadero (Manahan, 2007).  La amplitud con que este 
efecto puede cambiar el clima mundial depende de los datos empleados en un modelo 
teórico, de manera que hay modelos que predicen cambios rápidos y desastrosos del clima 
y otros que señalan efectos climáticos limitados. La reducción de las emisiones de dióxido 
de carbono (CO2) a la atmósfera permitiría que el ciclo total del carbono alcanzara el 
equilibrio a través de los grandes sumideros de carbono como son el océano profundo y 
los sedimentos. 
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  Óxidos de nitrógeno 
El nitrógeno del carbón, junto con el nitrógeno del aire para combustión, es el causante de 
las emisiones de óxidos de nitrógeno (NOx). Los óxidos de nitrógeno térmicos formados 
por el nitrógeno del aire son una función de la temperatura de la llama. La formación de 
los óxidos de nitrógeno del combustible es más compleja, pero parece ser menos sensible 
a las condiciones de combustión. El nitrógeno del combustible es un importante 
contribuyente a la producción total de óxidos de nitrógeno. Las medidas requeridas para 
controlar los niveles de tales como combustión por etapas, pueden ser muy costosas para 
implementarlas. 
 
 Óxidos de azufre 
La principal fuente de emisión de dióxido de azufre a la atmósfera es la combustión del 
carbón. El dióxido de azufre (SO2) resultante de la combustión del azufre presente en el 
carbón se oxida y forma ácido sulfúrico (H2SO4) componente principal altamente nocivo de 
la lluvia ácida (Manahan, 2007) 
La lluvia ácida se forma cuando la humedad en el aire se combina con el óxido de nitrógeno 
o el dióxido de azufre emitido por fábricas, centrales eléctricas y automotores que queman 
carbón o aceite. Esta combinación química de gases con el vapor de agua forma el ácido 
sulfúrico y los ácidos nítricos, sustancias que caen en el suelo en forma de precipitación o 
lluvia ácida.  
La reacción química ocurre de la siguiente manera: 
En la fase gaseosa el dióxido de azufre se oxida por una reacción con el radical hidroxilo 
por una reacción intramolecular. 
SO2 + OH → HOSO2 
Reacción que continúa hasta formarse trióxido de azufre. 
HOSO2 + O2 → HO2 + SO3 
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En presencia de agua el trióxido de azufre se convierte rápidamente en un ácido sulfúrico 
líquido. 
SO3(g) + H2O(l) → H2SO4(l) 
Los contaminantes que pueden formar la lluvia ácida pueden recorrer grandes distancias, 
y los vientos los trasladan miles de kilómetros antes de precipitarse con el rocío, la llovizna, 
lluvia, el granizo, la nieve o la niebla normales del lugar, que se vuelven ácidos al 
combinarse con dichos gases residuales. 
El dióxido de azufre (SO2) también ataca a los materiales de construcción que suelen estar 
formados por minerales carbonatados, como la piedra caliza o el mármol, formando 
sustancias solubles en el agua y afectando a la integridad y la vida de los edificios o 
esculturas. 
1.2  Objetivo De Eliminar Los Compuestos De Azufre 
  
En la actualidad se ha comenzado a evidenciar grandes problemas de contaminación, 
condición que es cada vez mayor y requieren que se empleen las medidas necesarias en 
el menor tiempo posible. A raíz de esto se han empezado a controlar los diferentes 
materiales empleados en procesos industriales, dado que estos tienen asociados 
compuestos contaminantes que se liberan mediante los cambios físicos y químicos a los 
que son sometidos. 
 
Un caso más específico es el carbón que es bastante empleado para las industrias 
cementeras, metalúrgicas, y termoeléctricas, principalmente para la generación de calor 
en calderas. 
 
 Con el presente trabajo se busca plantear e innovar procesos biológicos que permitan 
hacer más limpio el carbón antes de ser empleado a nivel industrial, no solo para cumplir 
con los parámetros establecidos por las normas reguladoras del medio ambiente sino para 
contribuir de manera positiva en la reducción de la contaminación atmosférica.  
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1.3 Métodos Para Remover Azufre Orgánico 
Los métodos convencionales físicos y químicos, utilizados para remover o reducir los 
compuestos de azufre del carbón, no resultan efectivos para remover el azufre orgánico. 
Al encontrase en azufre unido a la matriz carbonosa hace casi imposible llegar a este 
mediante métodos físicos. (Prayuenyong, 2002; Cara et al., 2003).  
 
En años recientes, un número de métodos químicos, para remover azufre orgánico e 
inorgánico han sido desarrollados. Sin embargo, estos métodos tienen dos desventajas 
principales: (i) los altos costos que acarrean y (iii) la destrucción de las propiedades 
coquizantes del carbón, por lo que las reacciones llevadas a cabo en estos procesos 
pueden generar productos perjudiciales (Juszczak et al., 1995; Prayuenyong, 2002). 
1.3.1 Métodos Químicos Para La Extracción De Azufre Orgánico 
 
Con el fin de eliminar las diferentes formas de azufre presentes en el carbón se han 
planteado diferentes métodos químicos.  
 
Cada uno de estos métodos químicos muestra resultados alentadores, los cuales los 
posicionan como una excelente alternativa en el momento de buscar disminuir los 
porcentajes de azufre que se encuentran en el carbón. Se hace necesario profundizar en 
cada una de las técnicas y construir un paralelo donde se evalúen las características de 
cada técnica y se evalúen respecto a costos de implementación y de proceso con otras 
técnicas disponibles. 
 
 Extracción De Azufre Mediante Percloroetileno A Baja Temperatura 
 
El Percloroetileno (PCE) es un excelente solvente para extraer azufre elemental del carbón 
subituminoso. El proceso consiste en poner el carbón en contacto con el PCE una hora a 
120°C permitiendo remover entre 1 y 2% del material orgánico o puede llevarse a cabo en 
72 horas a 27°C. Agregar calor adicional incrementa la cantidad de materia orgánica 
extraída pero decrece la concentración de azufre elemental en la solución debido a la 
reacción entre el azufre y el carbón. El seguimiento al proceso se lleva a cabo mediante 
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cromatografía de gases sensible al azufre y GC/MS. El proceso se describe gráficamente 
en la figura 1-2. Esta técnica requiere de cuidado si se tiene en cuenta que el PCE puede 
llegar a ser nocivo para la salud y debe considerar que el manejo de este a gran escala 
puede presentar dificultades en el manejo y la disposición. Para esta técnica se requieren 
optimizar los porcentajes de remoción. (Buchanan et al., 1990) 
 
Figura 1-2. Extracción de azufre mediante percloroetileno 
 
 
 Extracción de Azufre Orgánico Mediante Alcohol. 
 
Una manera selectiva de remover el azufre orgánico del carbón es empleando alcohol 
etílico o metanol como solvente o reactivo. Este proceso muestra como bajo condiciones 
supercríticas el azufre orgánico es removido de la matriz del carbón. La concentración de 
azufre en el producto solido resultante se ve reducida mientras la concentración de materia 
volátil se mantiene por encima del 50% comparada con la muestra inicial. En conclusión 
para desulfurizar un producto solido se debe considerar alta producción de gases y el paso 
a un estado líquido del carbón. Para implementar se debe considerar la complejidad del 
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 Transformación De Azufre Orgánico Mediante Pirolisis Hidratada 
 
La transformación geoquímica de los componentes de azufre puede entenderse mediante 
una pirolisis hidratada en condiciones de temperatura constante y en presencia de carbón 
con baja cantidad de azufre. Mediante esta técnica se ha probado que la mayoría de los 
componentes se reactivan y se transforman en especies de azufre secundarias. El análisis 
de las especies de azufre mediante los productos de la pirolisis de los componentes 
reactivos muestra que una transformación geoquímica de azufre orgánico se caracteriza 
por la transformación y distribución en sulfuros de hidrogeno, componentes de azufre 
secundarios y el azufre macromolecular. (Song et a. 2007) 
 
Una serie de compuestos de azufre individuales se investigaron mediante ensayos de 
pirolisis hidratada en laboratorio bajo condiciones de temperatura constante entre 200 y 
330 ℃, sobre carbón pardo con bajo contenido de azufre. Los resultados muestran que la 
mayoría de los compuestos fueron reactivos con gran variación en sus estabilidades 
térmicas, y en su temperatura máxima de descomposición térmica y, así como la 
distribución de azufre en el carbón, esto demuestra que los comportamientos geoquímicos 
de los compuestos de azufre individuales sufren una serie de alteraciones. Sin embargo, 
el análisis de especies de azufre en los productos de pirolisis de los compuestos reactivos 
sugiere que la transformación geoquímica de azufre orgánico podría ser caracterizada 
principalmente en términos de la formación y distribución de sulfuro de hidrógeno, 
compuestos de azufre secundarios y azufre macromolecular,  
 
El sulfuro de hidrógeno es el producto principal del proceso de pirolisis, su formación 
resulta ser el mecanismo más importante para la transformación de azufre orgánico 
durante el proceso de maduración. Entre los compuestos investigados, benzotiofeno, 
dibenzotiofeno y tiantreno estos se muestran estables a la más alta temperatura de pirolisis 
y sugieren que son estables geoquímicamente, esto se respalda en que se encuentran 
ampliamente en el petróleo y en la materia orgánica sedimentaria. Los resultados 
anteriores también sugieren que la especiación y tipos estructurales de compuestos de 
azufre identificados en el petróleo y la materia orgánica sedimentaria pueden en gran parte 
ser controlados por los estados de madurez y la evolución de la materia orgánica. 
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1.3.2 Métodos De Remoción Biológicos - Biodesulfurización 
 
En la actualidad los mecanismos de biodesulfurización se aplican extendidamente a la 
recuperación de metales no ferrosos como cobre, uranio, oro, manganeso, níquel, entre 
otros (Kodali et al., 2004). En los bioprocesos para la remoción del azufre inorgánico, los 
microorganismos implícitos esencialmente facilitan la oxidación de los iones ferrosos a 
férricos en solución, que a su vez reaccionan con los minerales de interés y oxidan los 
sulfuros presentes (Petersen y Dixon, 2006).  
 
Para el caso de la biodesulfurización de azufre orgánico unido covalentemente a la 
estructura del carbón, existen estudios específicamente dedicados a los crudos (Kodama 
et al., 1970, Kilbane et al., 1990; Kilbane y Jackowski, 1992; Omori et al., 1992; Olson et 
al., 1993). 
 
 Importancia de la Biodesulfurización del Carbón. 
 
La múltiples dificultades encontradas al momento de implementar diferentes tipos de 
procesos (físico, químicos o físico-químico) buscando desulfurizar el carbón, ha llevado a 
desarrollar investigaciones que apunten a métodos biológicos, los cuales se basan en los 
mecanismos de biolixiviación, los cuales ofrecen múltiples ventajas frente a otros métodos 
(Bozdemir et al., 1996; Áller et al., 2001), dentro de las cuales se pueden resaltar las 
siguientes (Ortiz, 1992; Áller et al., 2001): 
 
 No se producen contaminantes gaseosos y los desechos sólidos y líquidos. 
 Son ambientalmente aceptables y tratables con cierta facilidad. 
 La simplicidad y versatilidad del diseño y las operaciones hacen esta tecnología 
apropiada para el uso en locaciones remotas. No se requiere de mano de obra muy 
calificada. 
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 Proceso de biodesulfurización 
 
 Microorganismos implícitos en la biodesulfurización 
 
Existen reportes de dos bacterias autótrofas, mesofílicas y quimiolitotróficas que se han 
utilizado para catalizar el proceso de desulfurización de compuestos inorgánicos: 
Acidithiobacillus thiooxidans y Acidithiobacillus ferrooxidans. Éstas crecen en pH bajos, 
sobre sustratos de hierro o azufre y requieren pocas sales y oxígeno en el medio de 
crecimiento (Bozdemir et al., 1996; Nemati et al.  .. 1998). Estos microorganismos han 
demostrado buen desempeño en la disminución del azufre pirítico. Ambas especies 
pueden obtener energía de la oxidación de compuestos de azufre reducido, utilizando 
oxígeno como el aceptor final de electrones (Giaveno y Donati, 2001). 
 
Entre otros microorganismos implícitos en el proceso de biodesulfurización se tienen 
mesófilos tales como Leptospirillum sp. y otras especies de Acidithiobacillus; termófilos 
moderados tales como Acidularius y Sulfobacillus y termófilos extremos tales como 
Acidiamus y Mesallosphaera (Petersen y Dixon, 2006). 
 
Otro grupo de microorganismos estudiado son los Sulfolobus sp., bacterias lixiviantes las 
cuales tienen la habilidad de crecer por encima de 50 °C, descritas como capaces de 
remover tanto el azufre orgánico como el inorgánico. (Durusoy et al., 1997, Bhattacharyya 
et al.  .1988). 
 
Por último, dentro del enfoque de esta propuesta de remover azufre orgánico, se han 
estudiado bacterias principalmente termófilos acidofilos dado que se consideran las 
características que más favorecen el proceso.  
 
Entre las principales se reconoce la S. acidocaldarius de la cual se ha reportado hasta un 
44% de remoción (Kargi y Robinson, 1984). Un proceso de nueve horas mediado por 
Pseudomona sp denominada CB1 elimino 30% de azufre orgánico (Isbister y Kobylinski, 
1985). En la actualidad la cepa más promisoria es del género Rhodococcus capaces de 
utilizar compuestos organosulfurados como fuente de azufre para su crecimiento, pero no 
como fuente de carbono (Bozdemir et al., 1996). 
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 Mecanismos para la biodesulfurización de azufre orgánico  
 
Con el fin de entender un poco más acerca de los mecanismos bacterianos en el momento 
de remover azufre orgánico, se encontraron clasificaciones de los metabolismos o rutas 
diferentes usados por los microorganismos (Ohshiro et al., 1999; Prayuenyong, 2002). 
 
De acuerdo con el tipo de metabolismo empleado por los diferentes microorganismos en 
los procesos de biodesulfurización estos se pueden clasificar como anaerobios, aerobios 
o anaerobios facultativos (McFarland, 1999). 
 
Los procesos anaerobios se basan en un mecanismo fundamental donde el 
microorganismo, en un ambiente desprovisto de oxígeno, genera a partir del azufre 
presente, ácido sulfhídrico. Dentro de los microorganismos más conocidos que utilizan esta 
ruta se encuentra el Desulfovubrio desulfuricans M6, el cual elimina el azufre asimilando 
átomos de C, aislando bifenilo como producto principal, por lo que se hace poco interesante 
para la aplicación en este tipo de proceso (Oshiro e Izumi, 1999). 
 
El metabolismo en condiciones aerobias es llevado a cabo por un buen número de 
microorganismos, donde el oxígeno actúa como aceptor final de los electrones, reportando 
altos niveles de desulfurización. 
 
Finalmente, en los procesos con microorganismos de metabolismo anaerobio facultativo 
tanto el oxígeno como otros iones tienen la capacidad de actuar como últimos aceptores 
de electrones. 
 
Los principales mecanismos descritos para remoción de azufre orgánico son los siguientes: 
 
Metabolismo primario o ruta destructiva. Consiste en la ruptura del enlace de uno de los 
anillos aromáticos, mientras que el azufre no resulta liberado de la molécula. Esta ruta es 
conocida también como ruta metabólica de Kodama (Kodama et al., 1973) y se considera 
destructiva debido a la pérdida de carbono generada dentro del proceso. El 
microorganismo desprende el azufre arrastrando consigo anillos de carbono, 
permaneciendo intacto el enlace carbono-azufre (Kodama et al., 1970; Monticello et al., 
1985). 
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Metabolismo secundario o ruta semidestructiva. En este el microorganismo (i.e. 
Brevibacterium sp.) usa ciertos compuestos organosulfurados como fuente única de 
carbono, azufre y energía, generando pigmentos indeseables a la vez que se pierde valor 
calórico, debido a la disminución del contenido de carbono (Van Afferden et al., 1993). 
 
Metabolismo terciario o ruta no destructiva. En esta, la cepa tiene la competencia de 
desulfurar selectivamente los átomos de azufre, sin afectar la matriz carbonosa, debido a 
que el azufre orgánico es utilizado como fuente única de energía, sin remover el carbono 
presente en la matriz. Como fuente de carbono, se debe suministrar una fuente alternativa 
al medio acuoso. 
 
 Rhodococcus rhodochrous IGTS8 
 
Las bacterias del genero Rhodococcus se encuentran comúnmente en el suelo y son 
bacterias Gram-positivas, mesofilas y capaces de emplear diferentes compuestos como 
fuente de carbono y energía (Del Olmo, 2005). 
 
Rhodococcus erythropolis IGTS8 (o Rhodococcus rhodochrous) ha sido reconocida como 
capaz de llevar a cabo una lixiviación selectiva en etapas, sin metabolizar el esqueleto de 
carbono. Esta cepa tiene además la capacidad de metabolizar un gran rango de 
compuestos orgánicos azufrados como única fuente de azufre (Kayser et al., 1993; Izumi 
et al., 1994).  
 
La ruta metabólica específica para la desulfuración del azufre orgánico, presente en la 
molécula de dibenzotiofeno (DBT) en los crudos, comprende cuatro pasos enzimáticos 
sucesivos, por lo que es conocida como ruta metabólica 4S, eliminándose el azufre de la 
molécula tras los sucesivos pasos de la ruta, obteniéndose como producto principal el 2-
hidroxibifenilo (HBP), un compuesto libre de azufre (Figura 2) (Gallagher et al., 1993). 
 
 Ruta metabólica 4S 
 
La biodesulfurización es una ruta donde se aprovechan las ventajas de las enzimas. La 
ruta empleada por el R. erythropolis IGTS8 es una ruta enzimática la cual emplea una serie 
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de reacciones químicas las cuales permiten romper los enlaces C-S sin llegar a 
comprometer la capacidad calorífica del carbón. Según las enzimas se liberan una serie 
de compuestos que finalmente llevan a una molécula libre de azufre y con el mismo número 
de carbonos (2- hodroxibifenil) y sulfito liberado en el medio. El proceso bioquímico llevado 
a cabo en la ruta 4S se detalla en la figura 1-3.  
 
Figura 1-3. Ruta metabólica de desulfuración 4S, desarrollada por Rhodococcus 
erythropolis IGTS8. (Adaptado de McFarland, 1999). 
 
 
Para la desulfuración del azufre orgánico R. erythropolis IGTS8 emplea tres enzimas, 
DszA, DszB y DszC, localizadas en el operón que codifica el plásmido Dsz (Denome et al., 
1993, 1994; Ohshiro et al., 1994; Piddington et al., 1995; Konishi et al., 2000A, Monticello, 
2000). Analizando los productos intermedios y finales, (Oldfield et al., 1997), elucidaron los 
pasos de la ruta metabólica 4S. 
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Para consumir el azufre orgánico intervienen en los primeros pasos dos monooxigenasas 
(Monticello, 2000; Yan et al., 2000; Castorena et al., 2002; Abbad-Andaloussi et al., 2003; 
Gray et al., 2003; Furuya et al., 2005). Los dos primeros pasos de oxidación del azufre son 
catalizados por la monooxigenasa DszC, resultando primero en dibenzotiofeno sulfóxido 
(DBTO) y después en dibenzotiofeno sulfota (DBTO2), (Oldfield et al., 1997). La enzima 
DszC es excepcional en cuanto a que requiere FMNH2 como co-sustrato, mientras que la 
clásica monooxigenasa dependiente de flavin utiliza un enlace FAD cofactor (Holland, 
1988). 
 
En el tercer paso, la también monooxigenasa DszA cataliza la conversión de la sulfona a 
(2’-hidroxibifenil)-benceno sulfinato (HBPSi) y, el último paso, catalizado por una sulfinasa 
(DszB), termina en un compuesto orgánico libre de azufre, 2-hidroxibifenilo (HBP) y sulfito 
o sulfato. En esta ruta de desulfuración, la producción de HBP y sulfato es estequiométrica 
(Kilbane, 1990; Gallagher et al., 1993; Klein et al., 1994, etc.).  
 
Estudios, prueban que la cepa de Rhodococcus sp. no es capaz de asimilar sulfito como 
fuente de azufre, este reacciona a sulfato en medio acuoso y de esta manera es asimilado, 
por tanto, no se acumula en el medio (Setti et al. 1999). 
 
 Factores fisicoquímicos que influyen en el proceso de biodesulfurización de 
azufre orgánico 
 
 Concentración del inóculo: La mayor tasa de crecimiento se reporta a un porcentaje 
de 8% de inóculo. La tasa de crecimiento comienza a aumentar hasta llegar a este 
valor y luego desciende, posiblemente debido a un efecto inhibitorio por exceso de 
inóculo (Bozdemir, 1996) o de los subproductos generados en el procesos de 
biodesulfurización (Kilbane, 1990; Gallagher et al., 1993; Klein et al., 1993). 
 
 Efecto del pH: El microorganismo trabaja a un pH óptimo de 6.5, dadas sus 
condiciones de neutrófilo. Por encima o por debajo de este valor la tasa de 
crecimiento decrece considerablemente (Bozdemir, 1996). 
 
 Temperatura: la temperatura óptima para el crecimiento de Rhodococcus rhodochrous 
se encuentra en el rango de 28 - 30°C, siendo 30 °C la temperatura más utilizada en 
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estudios previos (Del Olmo, 2005), aunque a 28°C Bozdemir (1996) ha propuesto que 
se encuentran más activas las enzimas presentes en la remoción de azufre orgánico, 
logrando de esta manera los mejores porcentajes de biodesulfurización. 
 
 Tasa de agitación: la tasa de crecimiento específico depende de la interacción de las 
bacterias con el medio de crecimiento, por esto se requiere de una tasa de agitación 
donde exista siempre el contacto. Se reporta entonces una agitación óptima de 84 rpm. 
Se debe considerar que a tasas mayores de agitación las células sufren 
desnaturalización y el crecimiento bacteriano decrece rápidamente (Bozdemir, 1996). 
 
 Tamaño de partícula: Se propone reducir el tamaño de partícula hasta 63μm, lo cual 
representa un incremento en la tasas de remoción de azufre orgánico (Erincin, 1998). 
Sin embargo, vale la pena anotar que el tamaño de partícula es un factor preponderante 
en el grado de liberación de las especies de azufre, por lo cual, el tamaño a escoger 
es fuertemente dependiente de cada tipo de carbón. Debido a esto es muy importante 
caracterizar los carbones para definir el óptimo ideal para cada caso. 
 Fuentes de carbono: Los más altos porcentajes de azufre removido se presentan 
adicionando acetato de sodio como fuente de carbono al inicio del proceso (Durusoy, 
1997), sin embargo, otros autores han recomendado el uso de glicerol. 
 
 Resultados obtenidos a partir de la variación de los factores físico-químicos 
 
En estudios anteriores se ha dividido la investigación con respecto al microorganismo y al 
sustrato a tratar en este caso carbón. 
 
El medio de cultivo y la actividad del Rhodococcus se estudiaron con el fin de comprobar 
cuáles eran las fuentes de carbono que deberían ser suministradas para beneficiar 
conversión de dibenzotiofeno en 2- hidroxibifenilo. Trabajos anteriores permitieron 
identificar que usando como fuente de carbono: glucosa, nitrógeno: cloruro de amonio y 
azufre: dimetilsulfoxido, se obtuvo remociones de alrededor del 70%. (Del Olmo, 2005). 
 
Estudios donde se relaciona el microorganismo con el carbón han sido reportados por 
Durusoy (1997), donde utilizando 20 g/l de lignito en el medio se obtuvo una remoción de 
27,1% del azufre presente. 
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Se ha realizado estudios utilizando un pretratamiento carbón solubilizado donde se ha 
encontrado que los procesos biológicos son más eficientes que los procesos químicos o 
los procesos combinados ya que se logró remover 75% mediante los procesos biológicos 
y 63% mediante un proceso combinado (Baek, 2002). 
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Evaluar la remoción de azufre en carbones mediante una cepa de Rhodococcus 
rhodochrous. 
2.1 Objetivos específicos 
 Evaluar el comportamiento del microorganismo empleando diferentes porcentajes 
de pulpa. 
 
 Examinar como se ve afectado el proceso si se aplica un control de pH. 
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3.  Materiales y Métodos 
3.1 Carbón 
3.1.1 Toma de muestra 
Las muestras de carbón fueron tomadas de la mina La Guacamaya, localizada en el 
municipio de Puerto Libertador, departamento de Córdoba (Colombia). Éstas fueron 
homogenizadas y cuarteadas, hasta alcanzar un tamaño de muestra representativo para 
los ensayos de biodesulfurización. 
Las muestras obtenidas se sometieron a un proceso de molienda en molino de bolas, 
siendo posteriormente tamizadas, para obtener muestras de tamaños de partícula: (i) 
pasante 60, retenido 200 malla Tyler (240μm<DP<74μm), (ii) pasante malla 200 Tyler 
retenido 325 (74 µm<DP<43µm), y pasante malla 325 Tyler (DP<43 µm). 
Las muestras se almacenaron en recipientes cerrados, a temperatura ambiente, con el fin 
de no generar cambios en su humedad y contenido de azufre en el tiempo.  
Las muestras de carbón empleadas como pulpa para los ensayos de biodesulfurización se 
esterilizaron en estufa a 40°C por dos horas, con el fin de garantizar su inocuidad y evitar 
una contaminación cruzada en los ensayos.  
3.1.2 Definición del tipo de carbón y caracterización maceral. 
 
Para la clasificación del carbón este se sometió a análisis próximos en el laboratorio de 
carbones de la Universidad Nacional de Colombia.  
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Para la caracterización maceral, se prepararon secciones pulidas, las cuales fueron 
analizadas mediante la técnica de conteo de puntos, usando un microscopio óptico de luz 
plana polarizada, modo de luz reflejada, marca NICON ECLIPSE LV100. 
3.1.3    Caracterización química y petrográfica  
 
Los análisis de las formas de azufre se realizaron usando las normas ASTMD3177 y 
D2492, respectivamente. El contenido de azufre orgánico se calculó por diferencia. 
 
Para la caracterización mineralógica y petrográfica de los carbones, se prepararon 
secciones pulidas de la muestra original y las muestras que presentaron mayor remoción 
de azufre orgánico al final del proceso. 
 
La caracterización petrográfica del carbón se hizo mediante el uso de un microscopio 
óptico de luz plana polarizada (modo de luz reflejada), marca NICON ECLIPSE LV100. Se 
usó la técnica de “conteo de puntos” con el fin de establecer las proporciones de macerales 
en el carbón. 
 
Mediante MOLPP/LR se identificaron granos representativos de los diferentes macérales 
presentes, los cuales fueron seleccionados para ser analizados por SEM/EDX.  
 
Con el fin de definir microquímicamente el contenido de azufre orgánico presente en los 
granos de carbón, las muestras se analizaron mediante Microscopía Electrónica de Barrido 
(SEM: Scanning Electron Microscopy) en un equipo marca JEOL JSM 5910 LV, utilizando 
un detector EDS (Energy Dispersive X ray Spectrometer) Oxford modelo 7324. Para el 
análisis con SEM/EDS las muestras fueron previamente metalizadas con grafito, 
utilizándose un voltaje de aceleración de 15kV. 
 
Esta técnica permite identificar el azufre independiente de la forma en que se encuentre 
ya que está analiza es el átomo de azufre como tal y no una molécula especifica. 
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Con el objeto de tener resultados estadísticamente válidos, se hicieron análisis en seis 
granos donde no se observaran granos de pirita cercanos con el fin de evitar analizar 
formas de azufre que no son objeto de estudio.  
 
Los granos fueron escogidos aleatoriamente de cada muestra, siendo que en cada grano 
se hicieron análisis en tres puntos diferentes (en el centro y bordes). Adicionalmente, se 
hizo una petrografía descriptiva de los granos de carbón y minerales asociados, mediante 
el uso de imágenes SEM-BSE (Electrones Retrodispersos). 
3.2  Microorganismo 
El estudio se realizó empleando usando una cepa pura de Rhodococcus rhodochrous 
IGTS8, esta fue adquirida en la ATCC (American type culture collection) y codificada bajo 
el numero 53968. Esta cepa fue escogida dado que estaba referenciada por varios autores 
que ya había trabajado procesos de biodesulfurización.  
El producto venia liofilizado, se procedió a hidratar el producto con 15 ml caldo nutritivo, 
luego de 48 horas como se observa en la figura 18, se observó una turbiedad en el tubo 
de ensayo,  por consiguiente se inoculo un suficiente número de cajas petri con el fin de 
obtener la cantidad suficiente para ser criopreservado a -4°C en crioviales diseñados 
especialmente para esto, además se sembraron tubos Eppendorf con medio LB y glicerol 
como respaldo.  
La bacteria luego de 72 horas en medio líquido de crecimiento se torna de color rosa pálido 
(Figura 3-1) y observa una alta concentración de bacterias luego de centrifugar el medio 
de cultivo (Figura 3-2). 
 
Capítulo 3 31 
 




Figura 3-2. Concentración Bacteriana luego del proceso de centrifugación 
 
3.3 Composición del medio 
3.3.1 Etapa de adaptación 
Siguiendo el procedimiento establecido para Rhodococcus rhodochrous (Del Olmo, 2005), 
se inoculo un erlenmeyer de 100ml con un loop de la bacteria obtenido del medio solido 
sembrado 24 h antes, se dejó crecer por 24 h y luego se inoculo un nuevo erlenmeyer con 
medio nutritivo a partir del cultivo anterior, pero ahora se garantizó una concentración de 
0,1 g/l.  
El medio de cultivo utilizado para los ensayos es un medio estándar (BSM) consta de 
KH2P04, 4 g/L; NaH2PO4.H20, 4 g/L; NH4Cl, 2 g/L; MgCl2.6H20, 0,2 g/L; CaCl2.2H20, 0,001 
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g/L; FeCl3.6H20, 0,001 g/L, glicerol 20 g/l, enriquecido con glucosa a una concentración de 
20 g/l como fuente de carbono y Dimetilsulfoxido (DMSO) como fuente de azufre. El pH del 
medio se mantuvo constante a un valor de 6,5 agregando NaOH.  
Luego de tener una suficiente cantidad de bacteria preservada, se comenzó a crecer en 
medio de cultivo enriquecido para de esta manera poder llevarla hasta el medio de cultivo 
líquido empleado para los ensayos. 
Para inocular los ensayos de adaptación al medio se agregó una concentración de 0,1 g/l, 
y se almacenaron en agitador orbital a una velocidad de agitación de 180 rpm, con el fin 
de garantizar un contacto entre el mineral y la solución, y temperatura de 30,0°C. 
Se propuso utilizar el medio BSM disminuyendo la concentración de glicerol usada, dado 
que se agrega glucosa como fuente de carbono, el glicerol cumpliría la misma función y se 
quería conocer como afectaba esto el crecimiento celular. Se hicieron tinciones donde se 
revelaran las formas de la bacteria (Figura 3-3). 
Se le hizo un seguimiento por conteo bacteriano en cámara de Neubaüer, cada 24 horas.  
 
Figura 3-3. Rhodococcus rhodochrous teñido mediante coloración de Gram 
 
Capítulo 3 33 
 
3.3.2 Composición del medio de los ensayos formales 
Para los ensayos la bacteria se creció inicialmente en un medio sólido, durante 48h, y 
posteriormente se inoculó un medio estándar (BSM), con la siguiente composición: 
KH2P04, 4 g/l; NaH2PO4.H20, 4 g/l; MgCl2.6H20, 0,2 g/1; CaCl2.2H20, 0,001 g/l; FeCl3.6H20, 
0,001 g/l [2]. Como fuente de carbono fue empleado el acetato de sodio 20 mM. El pH se 
ajustó inicialmente a 6,5. El medio se esterilizó por 20 minutos, a 121°C. Se cultivó por 
72h. 
3.3.3  Procedimiento Experimental 
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado en erlenmeyers de 500ml, usando 250ml 
efectivos. Éstos estaban conformados por: medio de cultivo BSM, 8% v/v de inóculo y 2% 
m/v de carbón. Las condiciones de operación fueron: temperatura 30°C y agitación de 84 
rpm, durante 6 días.  
3.4 Procedimientos Analíticos. 
El crecimiento celular fue monitoreado usando una cámara de Neubaüer marca Boeco, en 
un microscopio óptico marca Olympus BX30 cada 24 horas (Figura 3-4). Para las medidas 
de pH se empleó un pH-metro marca Hach PHC-301 que tenía un electrodo KCl/Ag. El pH 
del medio se controló cada 24 horas usando NaOH 4M o HCl 6M dependiendo del 
comportamiento de la solución.  
Figura 3-4. Microscopio óptico 
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El análisis de la formas de azufre presente en las muestras finales del carbón sometido al 
proceso de biodesulfurización se determinó mediante la norma ASTM 2492 (Figura 3-5). 
Los análisis de azufre total se midieron por Método de Ensayo Estándar para Determinar 
el Azufre en los Análisis de Muestras del Carbón y Coque usando Métodos de Tubos de 
Alta Temperatura en Hornos de Combustión, donde se usó un horno LECO S632. El azufre 




Figura 3-5. Análisis de químicos para determinar azufre pirítico 
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4. Etapa Inicial del Proceso 
4.1 Análisis Iniciales De Azufre En El Carbón  
4.1.1 Análisis de formas de azufre en el carbón 
 
Las muestras de carbón obtenidas de la mina ubicada en Puerto libertador se sometieron 
a los análisis de azufre total y formas de azufre los resultados obtenidos se observan en la 
tabla 4-1. 
 










I 1,63% 0,66% 0,05% 0,92% 
J 0,79% 0,23% 0,03% 0,53% 
K 2,71% 0,97% 0,03% 1,71% 
4.1.2 Análisis de microscopia electrónica de barrido (SEM)/ 
espectroscopia de rayos X medidos por Energía Dispersiva 
Las muestras extraídas de los diferentes mantos de carbón se sometieron a análisis de 
microscopia electrónica de barrido (SEM)/ Espectroscopia de rayos X medidos por Energía 
Dispersiva con el fin de evaluar el azufre contenido en los diferentes granos de carbón  
 
 Análisis Manto I 
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En la figura 4-1 se aprecia un grano del manto I analizado en dos puntos por SEM/EDX 
figuras 4-2 y 4-3 correspondiente a los espectros de los elementos presentes, y en las 
tablas 4-2 y 4-3 se presentan las proporciones discriminadas por elemento. 
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 Analisis punto 1  
Figura 4-2. Análisis del punto 1 por SEM/EDX 
 
 






ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 67,96 74,70 
O 29,29 24,17 
S 2,75 1,13 
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 Analisis punto 2 
Figura 4-3. Análisis de grano 1 punto 2 SEM/EDX 
 
                       






En la figura 4-4 se muestra otro grano de carbón diferente, el análisis se presenta en los 
espectros de dos puntos diferentes presentados en la figura 4-5 y 4-6 y en las tablas 4-4 y 
4-5 se muestran las proporciones de los elementos entregados por el microscopio 
electrónico, donde se evidencia que no se tiene azufre asociado a ese grano de carbón. 
 
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 70,75 77,20 
O 26,43 21,65 
S 2,82 1,15 
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Figura 4-4. Grano 2 manto I 
 
 Analisis punto 1 
    
Figura 4-5. Análisis grano de carbón 2 de SEM/EDX 
 
             






 Analisis punto 2 
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 65,08 72,11 
O 32,22 26,80 
Al 1,17 0,58 
Ca 1,53 0,51 
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Figura 4-6.  Análisis del grano 2 manto I 
 
 






 Análisis Manto J 
 
El porcentaje de azufre presente en el manto J, es muy bajo como para ser detectado por 
los análisis de EDX, luego de analizar el grano que se muestra en la figura 4-7, se evidencia 
en los espectros correspondientes a las figuras 4-8 y 4-9 y en las tablas 4-6 y 4-7 que no 
se tiene un porcentaje suficiente para llegar a ser detectado por el equipo. 
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 65,39 72,26 
O 32,43 26,90 
Al 0,75 0,37 
Ca 1,43 0,47 
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Figura 4-7. Maceral 1 manto J 
 
 Analisis punto 1 











 Analisis punto 2 
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 64,21 71,15 
O 33,57 27,93 
Al 1,15 0,57 
Ca 1,07 0,36 
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Figura 4-9. Análisis 2 de maceral 1 manto J por SEM/EDX 
 
 






El mismo comportamiento se ve reflejado en el análisis realizado a un segundo grano 
mostrado en la figura 4-10. Donde los espectros mostrados en las figuras 4-11 y 4-12 y las 
proporciones reportadas en las tablas 4-8 y 4-9 no reportan presencia de azufre. 
  
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 66,60 73,23 
O 31,62 26,10 
Al 0,51 0,25 
Ca 1,27 0,42 
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Figura 4-10. Maceral 2 manto J 
 
 
 Analisis punto 1 
Figura 4-11. Análisis 2 de maceral 2 manto J por SEM/EDX 
} 
 






ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 63,16 70,31 
O 34,22 28,60 
Al 1,35 0,67 
Ca 1,28 0,43 
      
44 Proceso de biodesulfurización del azufre orgánico presente en un carbón colombiano, 
mediante el uso de una cepa pura de Rhodococcus rhodochrous IGTS8 
 
 
 Analisis punto 2  
Figura 4-12. Análisis 2 de maceral 2 manto J por SEM/EDX 
 
 





 Manto K 
 
Como se puede observar todos los macérales analizados por EDX pertenecientes al manto 
K, el cual tiene la mayor proporción de azufre, evidenciaron los picos representativos para 
este elemento, ya que este es el manto que reporto mayor proporción de azufre en los 
análisis químicos.   
 
El primer grano analizado correspondiente al manto K se observa en la figura 4-13 y los 
espectros arrojados por el SEM/EDX se observan en las figuras 4-14 y 4-15 y de igual 
manera las proporciones se encuentran contenidas en las tablas 4-10 y 4-11 donde se 
muestra una proporción de alrededor de 1,5% 
  
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 62,58 69,58 
O 35,45 29,59 
Al 1,09 0,54 
Ca 0,88 0,29 
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Figura 4-13. Maceral 1 manto K 
 
 
 Analisis punto 1 
Figura 4-14. Análisis 1 de maceral 1 manto K por SEM/EDX 
 
 
Tabla 4-10. Elementos presentes en el maceral 1 del manto K 
 




ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 67,07 75,16 
O 25,85 21,74 
Al 1,79 0,89 
Si 0,77 0,37 
S 3,82 1,60 
Ca 0,71 0,24 
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 Analisis punto 2 
Figura 4-15. Análisis del maceral 1 manto K por SEM/EDX 
 
 
Tabla 4-11. Elementos presentes en el maceral 1 del manto K 





Un segundo grano analizado y el cual se muestra en la figura 4-16 muestra un contenido 
de azufre mayor que los dos mantos anteriores y un valor de 1,33 % de azufre como se 
corrobora en los espectros de los análisis microquímicos (Figuras 4-17 y 4-18) y en las 
tablas de los elementos encontrados en el análisis (Tabla 4-12 y 4-13) 
 
Figura 4-16. Maceral 2 manto K 
 
  
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 69,08 76,09 
O 26,81 22,17 
Al 0,60 0,29 
S 3,51 1,45 
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 Análisis punto 1  
Figura 4-17. Análisis 1 de maceral 2 manto K por SEM/EDX 
 
 






 Analisis punto 2 
                                     
Figura 4-18.  Análisis 2 de maceral 2 manto K por SEM/EDX 
 
 
Tabla 4-13. Elementos presentes en el maceral 2 del manto K 
 
 
   
 
 
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 67,84 75,38 
O 26,89 22,43 
Al 1,10 0,55 
S 3,19 1,33 
Ca 0,98 0,33 
ELEMENTO % PESO % ATÓMICO 
C 66,36 74,14 
O 28,15 23,61 
Al 0,86 0,43 
S 3,18 1,33 
Ca 1,45 0,49 
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Se recomienda entonces para próximos análisis preparar las muestras con grafito y no con 
oro en el momento de la metalización, ya que las energías del oro y el azufre son muy 
parecidas y en algunos casos pueden verse afectados los resultados. 
 
Luego de analizar las proporciones de azufre presentes en el carbón, se comenzó a trabajar 
con la bacteria para lograr optimizar sus condiciones y de esta manera alcanzar excelente 
resultados en el proceso de biodesulfurización 
4.2  Inoculo Inicial 
Como se evidencia en la tabla se propuso utilizar el medio BSM disminuyendo la 
concentración de glicerol usada, dado que se agrega glucosa como fuente de carbono, el 
glicerol cumpliría la misma función y se quería conocer como afectaba esto el crecimiento 
celular  
La manera como se dispuso los ensayos se muestra en la tabla 4-14. 
 
Tabla 4-14. Condiciones del experimento 
MUESTRA NUMERO MEDIO BSM GLICEROL TIPO VOLUMEN 
1 Completo 2 ml Ensayo 100 ml 
2 Completo 2 ml Replica 100 ml 
3 Completo 1 ml Ensayo 100 ml 
4 Completo 1 ml Replica 100 ml 
El crecimiento para cada uno de los ensayos propuestos en la tabla 4-14 se muestra en la 
figura 4-19. 
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Figura 4-19. Crecimiento celular en medio BSM 
 
Se ha encontrado que se tiene una bacteria de crecimiento rápido, debe entonces 
organizarse el experimento de modo tal de dejarla en contacto con el carbón hasta que esta 
agote la fuente de carbono presente en el medio, esto con el fin de evitar que destruya la 
matriz carbonosa y por consiguiente afecte directamente la capacidad calorífica de este. 
El crecimiento bacteriano fue muy significativo, y no se encontraron diferencias entre las 
muestras en las que se usó la concentración completa de glicerol, y en las que se 
disminuyó, es por esto que al realizar el proceso de adaptación se propuso ensayos donde 
se agrega la concentración sugerida de glicerol y donde se suprimió completamente este 
componente. 
4.2.1  Adaptación Bacteriana 
La adaptación al carbón se llevó a cabo de una manera progresiva comenzando por 
tamaños de partícula mayores hasta llegar a un tamaño fino que proporcione mejores 
condiciones para el crecimiento de la bacteria y un acercamiento inicial al proceso de 
biodesulfurización. 
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Tabla 4-15. Tamaños de partícula utilizados 
ADAPTACIÓN 1 MALLA TYLER ABERTURA NOMINAL 
1 4 4760 m 
2 8 2380 m 
3 16 1000 m 
4 30 420 m 
5 60 250 m 
Para los ensayos se inocularon siguiendo la proporción de 0,1 g/l, se agregó 1 g de carbón 
y se montaron de la manera mostrada, en la tabla 4-16, para cada tamaño 
Los resultados obtenidos se muestran a continuación para el comportamiento del 
crecimiento bacteriano, en las gráficas 4-20, 4-21, 4-22 y 4-23, correspondiente a cada una 
de las adaptaciones para los tamaños de partícula pasante 4, 8, 16, 30 y 60 de la serie de 
tamices Tyler. 
Tabla 4-16. Disposición de los ensayos para el proceso de adaptación 
MUESTRA NUMERO MEDIO BSM GLICEROL TIPO VOLUMEN 
1 Completo+ glucosa 2 ml Ensayo 100 ml 
2 Completo+ glucosa 2 ml Replica 100 ml 
3 Completo+ glucosa No se adiciono Ensayo 100 ml 
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Figura 4-20. Crecimiento celular muestra 1 en cada adaptación 
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Figura 4-22. Crecimiento celular muestra 3 en cada adaptación 
 
Figura 4-23. Crecimiento celular muestra 4 en cada adaptación 
 
En las gráficas de cada muestra se observa que todas tienen una tendencia similar, 
independientemente de las condiciones usadas, ya que se alcanzan crecimientos máximos 
y estados de latencia sin diferencias significativas. 
De igual manera se muestra en las gráficas 4-24, 4-25, 4-26, 4-27 y 4-28 se muestra el 
crecimiento de cada muestra en cada una de los tamaños de adaptación. 
 Adaptación 1  
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Figura 4-24.  Crecimiento celular en cada una de las muestras en la adaptación 1 
 
En la adaptación uno se encuentran que las muestras no presentan una tendencia en su 
crecimiento esto puede ser debido a los cambios que surgen en el medio cuando se 
presentan dos fases. Es de anotar que se alcanzó una concentración similar a la reportada 
cuando solo se crecen en medio de cultivo, pero esto requirió en un mayor tiempo.  
 Adaptación 2 
Bacterias creciendo con un tamaño de partícula pasante malla 8 retenido 16 
 
Figura 4-25. Crecimiento celular en cada una de las muestras en la adaptación 2 
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Bacterias creciendo con un tamaño de partícula pasante malla 16 retenido 30 
Figura 4-26. Crecimiento celular en cada una de las muestras en la adaptación 3 
 
En la adaptación 2 y 3 aún se presentan algunos estados de latencia antes de llegar al 
crecimiento máximo, aunque ya no es tanto como en la adaptación uno, esto se debe al 
proceso de acoplamiento entre las bacterias y el estado sólido del carbón.  
 Adaptación 4 
Bacterias creciendo con un tamaño de partícula pasante malla 30 retenido 60 
 
Figura 4-27. Crecimiento celular en cada una de las muestras en la adaptación 4 
 





























































Capítulo 4 55 
 
Bacterias creciendo con un tamaño de partícula pasante malla 60 
 
Figura 4-28. Crecimiento celular en cada una de las muestras en la adaptación 5 
 
Para las adaptaciones 4 y 5 ya se obtiene una tendencia y se estabiliza el crecimiento 
celular. 
Se observa de todos los ensayos realizados que se obtiene un máximo crecimiento 
alrededor de las 72 horas, de una magnitud alrededor de 109, y puede entonces sugerirse 
que no se tiene la necesidad de agregar glicerol al medio. 
A partir de los ensayos de azufre orgánico y de los análisis de SEM/EDX Se encontró un 
mayor porcentaje de azufre orgánico en los mantos K e I, en un principio se piensa en hacer 
los ensayos con los tres mantos pero el porcentaje del manto J es muy poco significativo y 
no se considera de importancia considerarlo. 
 Luego de tener adaptadas las bacterias y observan un crecimiento normal y similar entre 
las diferentes muestras y adaptaciones, se hizo un ensayo donde se comenzó a considerar 
los dos mantos de carbón elegidos y se hizo para pasante malla 30 y 60 como se muestra 
en la tabla 4-17.  
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K 100 ml 60 10 g 
Los resultados obtenidos de concentración celular se muestran en la gráfica 4-29 
Figura 4-29. Crecimiento celular en cada una de las muestras (Manto K e I) 
 
Nuevamente se obtiene resultados bastante similares, donde no se ve una clara diferencia 
entre los diferentes factores usados y un rápido crecimiento de la bacteria. 
4.2.2 Evaluación Diferentes Medios De Cultivo 
Con el fin de evaluar el medio de cultivo que permitiera optimizara el crecimiento de la 
bacteria en un estado inicial antes de ser puesta en contacto con el carbón, se diseñaron 
los siguientes ensayos. Donde se emplearon diferentes fuentes de carbono (glucosa, 
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 BSM, etanol y dibenzothiofeno (DBT) 
 BSM, dimetilsulfoxido (DMSO), glucosa 
 BSM, DBT 
 BSM, acetato de amonio 
Encontrando las mejores tasa de crecimiento empleando BSM, DMSO y acetato de amonio 
como la opción de mayor crecimiento 
Figura 4-30. Ensayos iníciales de medio de cultivo. 
 
4.3 Ensayos Formales Iniciales 
Los ensayos experimentales iníciales comenzaron luego de definir que la bacteria no 
requería de una etapa de adaptación esto basados en anteriores estudios (Bozdemir, 1996) 
dado que a medida que se aumentaba el proceso de adaptación la bacteria disminuía su 
crecimiento máximo en el proceso. Cuando estaba en contacto con un medio inicial y 
partículas de carbón mayores el máximo crecimiento reportado era de orden 1012 a medida 
que el tamaño de partícula disminuía el crecimiento alcanzaba valores máximos de 109.  
Como un primer acercamiento con la bacteria y asumiendo según los ensayos de 
adaptación su poca susceptibilidad a las condiciones del medio se propuso ensayos donde 
se empleaba un 25% y un 50% de pulpa, considerando que si estos ensayos comenzaban 
a entregar resultados alentadores podríamos llevar el procesos a volúmenes mayores de 5 
y 50 litros. 
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Los ensayos reportaron tanto para 25% como para 50% de pulpa un crecimiento celular de 
orden 109 (Figura 4-31) 
 
Figura 4-31. Ensayos correspondientes a 25 y 50 % de pulpa 
 
 
Los cambios de conentración de la glucosa en el medio decultivo se determinó por el 
metodo colorimentrico DNS (Figura 31). El cual se tornaba de rojo pardo a amarillo claro a 
medida que disminuia la concentracion de glucosa en el tiempo. 
Figura 4-32. Análisis de glucosa (24 h) 
 
 
Se completó el montaje y se obtuvo una respuesta positiva en cuanto al crecimiento y el 
consumo de glucosa por parte de las bacterias en el seguimiento del proceso. 
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Posteriormente se incluyeron variables como agregar DMSO (Figura 4-33) al medio de 
cultivo y agregar diferentes porcentajes de pulpa, con el fin de observar los cambios en los 
porcentajes de biodesulfurización  
 
Figura 4-33. Primeros análisis 25 y 50% de pulpa 
 
Los resultados obtenidos mostraron datos donde la remoción en el día 3 evidenciaba 
mayores porcentajes en comparación con el día 3 ya que fueron estos ensayos los cuales 
alcanzaron las mayores remociones (30% – 40%). Estos ensayos pertenecen al proceso 
donde se usó manto K, en una proporción de 25 y 50%, en porcentaje de pulpa, adicionando 
DMSO. Las muestras correspondientes al manto I no presentan resultados coherentes. 
A partir de los resultados obtenidos anteriormente se determinó recomenzar los ensayos y 
definir un diseño de experimentos con el fin de buscar resultados más coherentes y los 
cuales se estructuraran correctamente desde un principio. 
4.4  Diseño De Experimentos Final 
Finalmente luego de encontrar resultados tan variables los cuales no mostraban una 
tendencia se decidió comenzar de cero teniendo en cuenta cada uno de los resultados 


























Manto K 125g Con Dmso
pasante 30 Día 3
Manto K 125g Con Dmso
pasante 30  Día Final
Manto I 125g Con Dmso
pasante 30 Día3
Manto I 125g Con Dmso
pasante 30 Día final
Manto K 125g sin Dmso
pasante 60 Día 3
Manto K 125g  sin Dmso
pasante 60  Día Final
Manto K 6,25g con dmso
pasante 30 Día 3
Manto K 62,5g con dmso
pasante 30 Día Final
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4.4.1 Muestreo del carbón de la mina Las Guacamayas  
Según los resultados obtenidos a partir de las muestras que se tenían almacenadas se 
tomó la decisión de realizar de nuevo el muestreo (Figura 4-34), ya que los resultados 
obtenidos mostraron algunas variaciones. Manto I: 1,63; 1,56; 1,60; 1,34 y 1,38%. Manto K: 
2,71; 2,46 y 2,24.  
Las muestras fueron reducidas a la cantidad necesaria mediante un proceso de cuarteo, 
mediante el cual se llegó a obtener tres cantidades iguales para ser sometidas a una 
molienda mediante molino de bolas hasta que toda la muestra alcanzara los siguientes 
tamaños de partícula (i) pasante 60 malla Tyler retenido 200(240µm<DP<74 µm), (ii) 
pasante malla Tyler 200 retenido 325 (74 µm<DP<43µm), y (iii) pasante malla 325(DP<43 
µm). 
Figura 4-34. Muestreo por cuarteo 
 
4.4.2 Análisis químicos a las muestras de carbón  
 
 Se realizaron los análisis químicos a las muestras de carbón correspondientes al nuevo 
muestreo (Figura 4-35) para encontrar los porcentajes de azufre pirítico y sulfatos. Los 
nuevos resultados obtenidos muestran en el manto I: 0,72% de sulfato y 6,77% de azufre 
pirítico y en el manto K: 0,81% de azufre en sulfato y 9,60% de azufre pirítico.  
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 Posteriormente se encontraron los valores de azufre orgánico a partir de la diferencia 
entre el azufre total reportado para cada muestra y los resultados de azufre pirítico y 
azufre en sulfatos. Los resultados entregan un porcentaje de azufre total de 1,55 para el 
manto I y 2,16 para el manto K. A partir de estos valores de azufre el porcentaje de azufre 
orgánico se determinó en 0,78% para el manto I y 1,12% para el manto  
 
 
Figura 4-35. Análisis químico hierro pirítico 
 
4.4.3 Ensayos iniciales 
 
Posteriormente se decidió evaluar solo el manto K, el cual aparte de mostrar los resultados 
más coherentes, presentaba el mayor porcentaje de azufre orgánico (Figura 4-36). Además 
se evaluaron porcentajes de pulpa menores (8% y 12%) con el fin de determinar si esta 
variable permitía alcanzar remociones donde el día 6 presentara una mayor remoción y de 
esta manera tener un ensayo con una tendencia en el tiempo. 
 
Figura 4-36. Ensayos tercer estado del proceso 
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Estos ensayos muestran un crecimiento bacteriano del orden de 109 para el ensayo 8% y 
de 108 para 12%. Los análisis de seguimiento de glucosa corroboraron los resultados dado 
que en el primer montaje se consumió completamente, mientras en el segundo montaje la 
concentración de glucosa en el día final aún estaba alrededor de 8g.  
Luego de finalizado seguimiento del proceso mediante conteo, consumo de glucosa y pH, 
arrojo resultados coherentes, que representan un comportamiento normal de la bacteria. 
Aunque los resultados obtenidos en el seguimiento de la bacteria, mostraron un 
comportamiento normal, en los análisis obtenidos no se encontró evidencias de que se haya 
dado una remoción de azufre.  
4.5 Pretratamientos Evaluados En Búsqueda De Mejores  
Remociones 
A partir de los resultados encontrados en el nuevo diseño de experimentos se comenzó la 
búsqueda para encontrar resultados satisfactorios. Con tal fin se propuso hacer un 
pretratamiento inicial a las muestras de carbón empleando HCl y HNO3 con el fin de eliminar 
previamente las formas de azufre pirítico y azufre en sulfato con el fin de evitar interferencias 
y obtener valores directos en las medidas de azufre orgánico. Los resultados obtenidos se 
reportan en la tabla 4-18. 
 
Como conclusión de los ensayos de pretratamiento propuestos no se obtuvo ningún 
porcentaje de biodesulfurización significativo y por el contrario los valores no superaron los 
porcentajes reportados para las muestras donde no se aplicó un pretratamiento. Por 
consiguiente este ensayo no entrego resultados de consideración y se decidió dejarlo como 
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Tabla 4-18. Porcentaje de azufre obtenido para las muestras tratadas 
MUESTRA DESCRIPCIÓN MANTO PASANTE 








Muestra sin ningún 
tratamiento 
I 200 0,7 0,67 4,03 
INR Replica sin tratamiento I 200 0,7 0,28 59,8 
IT 
Muestra tratada con HCl y 
HNO3 antes del proceso 
I 200 0,7 0,65 17,72 
ITR 
Replica tratada con HCl y 
HNO3 antes del proceso 
I 200 0,7 0,62 21,52 
KN 
Muestra sin ningún 
tratamiento 
K 200 0,97 0,8 17,65 
KNR Replica sin tratamiento K 200 0,97 0,37 61,63 
KT 
Muestra tratada con HCl y 
HNO3 antes del proceso 
K 200 0,97 1,1 0 
KTR 
Replica tratada con HCl y 
HNO3 antes del proceso 
K 200 0,97 1,05 0 
 
 Redefinición de los ensayos 
 
Con el fin de tener un norte más claro y a la luz de conocer un poco más en detalle los 
procesos empleando Rhodococcus rhodochrous se determinó emplear condiciones ya 
evaluadas por otros autores (Bozdemir, 1996) 
4.6 Evaluación biodesulfurización para el manto K y el 
manto I 
Se realizaron de nuevo montajes reproduciendo los ensayos reportados por Bozdemir. 
Medio enriquecido con NH4CL y acetato de sodio. Temperatura 30°C, 2% de pulpa y 
agitación 84 rpm. El seguimiento del proceso se realizó durante 6 días mediante conteo y 
pH, arrojando resultados coherentes, mostrando el comportamiento reportado en la 
literatura de la bacteria. Los resultados del azufre total inicial y final se presentan en la tabla 
4-19. 
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Tabla 4-19. Análisis de porcentaje de azufre removidos en los mantos I y K 
MUESTRA DESCRIPCIÓN PASANTE 
% S. TOTAL 
INICIAL 








200 1,88 1,75 3,40 




200 1,47 1,42 6,91 
 
De estos ensayos se encontró un mejor comportamiento en los porcentajes de 
biodesulfurización del manto K, además es de considerar que este manto contiene un 
contenido mayor de azufre orgánico lo cual lo hace más atractivo para llevar a cabo el 
proceso. Es según estas condiciones que en adelante se decide diseñar los ensayos 
empleando únicamente el manto K 
4.7 Ensayos iniciales con el manto K 
Los ensayos iníciales rotulados como MD2, MD2R1, MD2R2.fueron propuestos empleando 
un medio enriquecido con NH4Cl y acetato de sodio. Temperatura 30°C, 2% de pulpa y 
agitación 180 rpm. 
El seguimiento del proceso se realizó durante 6 días mediante conteo y pH, arrojando 
resultados coherentes, mostrando el comportamiento reportado en la literatura de la 
bacteria. Los resultados del azufre total inicial y final se presentan en la tabla 4-20. 
 
Tabla 4-20. Porcentaje de azufre total obtenido para las muestras tratadas 













200 K 1,88 1,73 7,98 
MD2 Muestra diciembre 2 200 K 1,88 1,51 19,68 
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MD2R1 
Replica 1 muestra 
diciembre 2 
200 K 1,88 1,48 21,28 
MD2R2 
Replica 2 muestra 
diciembre 2 
200 K 1,88 1,56 17,02 
4.8 Evaluación De Las Variables Del Proceso 
 Se hicieron lo montajes de acuerdo al diseño factorial por bloques y garantizando cada 
ensayo por triplicado. El seguimiento del proceso se llevó a cabo durante 6 días 
mediante conteo y pH. Para este montaje se presenta un cambio de comportamiento 
que se venía teniendo ya que el pH aumento. Con respecto al crecimiento el orden 
máximo alcanzado 108. 
 
 Se propuso ensayos con variación de pH. Durante el seguimiento de 6 días mediante 
conteo celular y medición de pH de los bloques, el mayor crecimiento celular se obtuvo 
en el ensayo con pH 4,0 controlado y tamaño de partícula pasante malla 200 y en el 
ensayo con pH 4,5 controlado y tamaño de partícula pasante malla 60. Ambos 
crecimientos fueron del orden de 108. En general la máxima variación de pH se obtuvo 
durante las primeras 12 horas. 
 
 Ensayos con variación de agitación. El seguimiento al proceso fue por 6 días, mediante 
conteo celular y pH. Con respecto al crecimiento las más altas tasas de crecimiento 
alcanzado fue 107 para un tamaño de partícula pasante malla 60 y velocidad de 
agitación de 180 rpm y 108 para un tamaño de partícula pasante malla 60 y velocidad 
de agitación de 84 rpm. El pH se inicializó en 6,5 y este aumenta a lo largo del proceso. 
Las remociones alcanzadas se detallan en la tabla 4-21. 
 


















2005S 2,14 1,82 0,32 14,95 2,07 0,07 3,27 
2005SR1 2,14 1,77 0,37 17,29 2,13 0,01 0,47 
2005SR2 2,14 1,78 0,36 16,82 2,17 -0,03 -1,40 
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2002S 2,14 2,04 0,1 4,67 1,95 0,19 8,88 
2002SR1 2,14 1,86 0,28 13,08 2,01 0,13 6,07 
2002SR2 2,14 1,97 0,17 7,94 1,97 0,17 7,94 
605S 2,14 1,82 0,32 14,95 1,97 0,17 7,94 
605SR1 2,14 1,89 0,25 11,68 2,04 0,1 4,67 
605SR2 2,14 1,81 0,33 15,42 2 0,14 6,54 
 
A partir de estos resultados se evidencia una tendencia y ensayos más coherentes los 
cuales entregaron una idea clara para el planteamiento de un diseño de experimentos más 
concreto y estructurado. 
4.9     Diseño experimental final 
El diseño experimental empleado para el proyecto es un diseño factorial de tres factores los 
cuales fueron identificados de interés para un conocer las características que favorecen el 
proceso de biodesulfurización. 
El diseño factorial se organizó de la manera que se observa en la figura 36. 
Los factores estudiados con sus niveles fueron: 
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- pH  
o Sin ajustar 
o Ajustado cada 24 h 




Los análisis se llevaron a cabo por triplicado, con el fin de garantizar un buen ajuste 
estadístico. En total se corrieron 54 ensayos en seis bloques de nueve ensayos cada uno, 
dispuestos de la siguiente manera (Figura  22) 
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TABLA 22. Aleatorización de los ensayos por bloques. 











12 1 1 200 Con 10 37 28 5 60 Sin 2 
3 2 1 60 Sin 10 52 29 5 325 Con 2 
6 3 1 60 Con 10 54 30 5 325 Con 10 
8 4 1 200 Sin 5 51 31 5 325 Sin 10 
15 5 1 325 Sin 10 43 32 5 200 Sin 2 
17 6 1 325 Con 5 42 33 5 60 Con 10 
5 7 1 60 Con 5 39 34 5 60 Sin 10 
11 8 1 200 Con 5 44 35 5 200 Sin 5 
7 9 1 200 Sin 2 38 36 5 60 Sin 5 
4 10 4 60 Con 2 24 37 2 60 Con 10 
2 11 4 60 Sin 5 32 38 2 325 Sin 5 
10 12 4 200 Con 2 22 39 2 60 Con 2 
9 13 4 200 Sin 10 21 40 2 60 Sin 10 
1 14 4 60 Sin 2 31 41 2 325 Sin 2 
13 15 4 325 Sin 2 28 42 2 200 Con 2 
14 16 4 325 Sin 5 34 43 2 325 Con 2 
18 17 4 325 Con 10 33 44 2 325 Sin 10 
16 18 4 325 Con 2 23 45 2 60 Con 5 
46 19 3 200 Con 2 20 46 6 60 Sin 5 
40 20 3 60 Con 2 27 47 6 200 Sin 10 
53 21 3 325 Con 5 19 48 6 60 Sin 2 
48 22 3 200 Con 10 26 49 6 200 Sin 5 
49 23 3 325 Sin 2 29 50 6 200 Con 5 
45 24 3 200 Sin 10 35 51 6 325 Con 5 
41 25 3 60 Con 5 25 52 6 200 Sin 2 
50 26 3 325 Sin 5 36 53 6 325 Con 10 
47 27 3 200 Con 5 30 54 6 200 Con 10 
  
En los artículos presentados a continuación, están contenidos los resultados obtenidos para 
la presente investigación. 
 
i. ARTÍCULO I: Proceso de biodesulfurización de azufre orgánico en carbones en 
diferentes tamaños de partícula mediante una cepa pura de Rhodococcus 
rhodochrous IGTS8.   
ii. ARTÍCULO II: Proceso de biodesulfurización de azufre orgánico en carbones bajo 
condiciones de control y no control de pH mediante una cepa pura de Rhodococcus 
rhodochrous IGTS8. 
iii. ARTÍCULO III: Caracterización microquímica del azufre orgánico presente en un 
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PROCESO DE BIODESULFURIZACIÓN DE AZUFRE ORGÁNICO EN UN CARBÓN 
COLOMBIANO EMPLEANDO DIFERENTES TAMAÑOS DE PARTÍCULA MEDIANTE 
UNA CEPA PURA DE Rhodococcus rhodochrous IGTS8. 
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Con el fin de llevar a cabo un proceso de biodesulfurización de azufre orgánico, empleando 
la cepa pura de Rhodococcus rhodochrous IGTS8, se evaluaron tres tamaños de partícula 
(60, 200, 325 mallas según la serie Tyler) y se emplearon tres diferentes porcentajes de 
pulpa (2%, 5% y 10%). El estudio se llevó a cabo sobre un carbón de rango sub-bituminoso 
que presentó alto contenido de azufre orgánico (1,16%), procedente de la mina La 
Guacamaya, localizada en el municipio de Puerto Libertador, departamento de Córdoba 
(Colombia). Para el proceso se realizaron ensayos con volumen de trabajo de 250 ml, a 
temperatura de 30°C, pH inicial de 6,5 y agitación de 84 rpm. El mejor resultado fue de un 
porcentaje de remoción de azufre orgánico de 32,4%, luego de 3 días de proceso, con 
condiciones de 10% de pulpa y tamaño de partícula 60 mallas Tyler.  
Palabras claves: biodesulfurización, azufre orgánico, Rhodococcus rhodochrous, tamaño 
de partícula, porcentaje de pulpa. 
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1. INTRODUCCIÓN  
El carbón es considerado uno de los 
principales recursos energéticos 
empleados a nivel mundial [1]. Sin 
embargo, al igual que otros 
combustibles fósiles, presenta altos 
contenidos de azufre, tanto orgánico 
como inorgánico, los cuales se 
consideran constituyente indeseable y 
perjudicial en el ámbito económico y 
ambiental [1].  
Cuando el carbón presenta altos 
contenidos de azufre, el proceso de 
combustión de éste genera gases con 
alto contenido de óxidos de azufre, los 
cuales al combinarse con la humedad 
presente en la atmósfera generan 
ácidos, que se constituyen en el 
precursor de lluvias ácidas, generando 
problemas de salud, corrosión, 
degradación de obras civiles, etc. [2, 3].  
 
Es por esto que se considera necesario 
implementar técnicas que permitan 
eliminar los contenidos de azufre, antes 
del proceso de combustión, 
garantizando de esta manera la 
mitigación de problemas ambientales, 
mediante el cumplimiento de las normas 
en cuanto a los niveles de emisiones 
permitidos ambientalmente y mejorando 
el desempeño en los procesos de 
combustión [4].  
 
El azufre orgánico se presenta en el 
carbón en la forma de enlaces covalentes 
con grupos tioles, sulfuros mercaptanos, 
disulfuros y tiofenoles, conformando 
matrices de estructura compleja, las 
cuales impiden su eliminación por 
métodos convencionales, dando así 
complejidad al proceso de remoción [5]. 
En las últimas décadas, se ha visto que los 
métodos biológicos muestran resultados 
alentadores para este y otros procesos 
que envuelven tratamientos de materiales 
naturales, como diversos minerales y 
carbones. Es por esto, que se ha venido 
investigando sobre la desulfurización de 
carbones y otros combustibles fósiles 
usando microorganismos.  
Más recientemente, se ha estudiado el 
empleo de cepas especializadas, como 
Rhodococcus rhodochrous IGTS8, 
microorganismo considerado promisorio 
en cuanto a su capacidad para remover 
moléculas complejas de azufre orgánico, 
mediante su metabolismo, lixiviándolo sin 
destruir la matriz del carbón y sin modificar 
las propiedades de éste [6, 7, 8]. 
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El objetivo principal de esta publicación 
reside en mostrar como los efectos del 
porcentaje de pulpa y el tamaño de 
partícula afectan el porcentaje final de 
biodesulfurización de un carbón sub-
bituminoso, mediante la mediación 
biocatalítica de una cepa pura de 
Rhodococcus rhodochrous IGTS8. 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Toma y preparación de la muestra 
Las muestras de carbón fueron tomadas 
de la mina La Guacamaya, localizada en 
el municipio de Puerto Libertador, 
departamento de Córdoba (Colombia). 
Éstas se sometieron a un proceso de 
molienda en molino de bolas, siendo 
posteriormente tamizadas, para obtener 
muestras de tamaños de partícula: (i) 
pasante 60, retenido 200 malla Tyler 
(240μm<DP<74μm), (ii) pasante malla 
200 Tyler retenido 325 (74 
µm<DP<43µm), y pasante malla 325 
Tyler (DP<43 µm). 
El carbón se esterilizo en estufa a 40°C 
por dos horas, con el fin de garantizar su 
inocuidad y evitar una contaminación 
cruzada en los ensayos.  
 
2.2 Definición del tipo de carbón y 
caracterización maceral. 
 
Para la clasificación del carbón este se 
sometió a análisis próximos en el 
laboratorio de carbones de la Universidad 
Nacional de Colombia.  
 
Para la caracterización maceral, se 
prepararon secciones pulidas, las cuales 
fueron analizadas mediante la técnica de 
conteo de puntos, usando un microscopio 
óptico de luz plana polarizada, modo de 
luz reflejada, marca NICON ECLIPSE 
LV100. 
 
2.3. Microorganismo y medio de cultivo. 
 
Se empleó una cepa pura de la bacteria 
Rhodococcus rhodochrous IGTS8 (ATCC 
53968) para los ensayos de 
biodesulfurización. 
 
La bacteria se inoculó inicialmente en 
agar nutritivo durante 48h y 
posteriormente se creció en un medio 
estándar (BSM), constituido por: 4 g/L 
KH2PO4, 4 g/l NaH2PO4.H2O, 0,67 g/l 
NH4Cl, 0,2 g/L MgCl2.6H2O, 0,001 g/L 
CaCl2.2H2O, 0,001 g/L FeCl3.6H2O [9]. 
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 Se empleó acetato de sodio 20 mM como 
fuente de carbono. El pH se ajustó a 6,5. 
El medio se esterilizó por 20 minutos, a 
121°C. Los cultivos permanecieron en 
agitación constante durante 72 h a 84 
rpm, tiempo necesario para alcanzar un 
inóculo suficiente para los ensayos de 
biodesulfurización [9, 10, 11].  
 
2.4. Procedimientos experimentales. 
 
Los experimentos se llevaron a cabo en 
erlenmeyer de 500ml, usando 250ml de 
volumen efectivo. Cada ensayo contenía 
8% v/v de inóculo, porcentaje de pulpa 
según correspondía (2%, 5% y 10% m/v) 
de carbón a las diversas granulometrías 
ya mencionadas y medio de cultivo BSM 
suficiente para completar 250 ml. Para 
cada uno de los ensayos se tenían dos 
replicas adicionales. Los ensayos fueron 
hechos usando una temperatura de 30°C 
y una agitación de 84 rpm, durante 6 días. 
El pH fue controlado a 6,5, cada 24 h, 
usando NaOH 4M y HCl 6M, según la 
variación, de acuerdo con resultados 
anteriormente reportados en la literatura 
[9, 10, 11]. 
2.5. Monitoreo del proceso. 
 
El crecimiento celular se monitoreó 
utilizando un microscopio biológico marca 
Olympus CX 31, usando objetivo 40X 
(aire). Se empleó una cámara de 
Neubaüer, con volumen 1/10 ml, marca 
BOECO.  
El seguimiento del pH se hizo cada 24 
horas (antes y después de la corrección), 
usando un pH-metro marca Hach PHC-
301, con electrodo de KCl/Ag. 
El análisis de las formas de azufre 
presente en las muestras de carbón 
sometido al proceso de 
biodesulfurización, se determinó 
mediante la norma ASTM 2492. Los 
análisis se llevaron a cabo al iniciar, al 
intermedio (día 3) y al final del proceso 
(día 6).  
En el día 3 se tomaban muestras con un 
volumen aproximado de 30 ml. Este 
volumen se reponía en el erlenmeyer 
mediante la adición de agua destilada 
estéril en autoclave y se continuaba con el 
ensayo hasta el día 6. 
Los análisis de azufre total se hicieron por 
“Método de Ensayo Estándar para 
Determinar el Azufre en los Análisis de 
Muestras del Carbón y Coque, usando 
Métodos de Tubos de Alta Temperatura 
en Horno de Combustión”, donde se usó 
un horno LECO S632. Las muestras 
analizadas fueron las correspondientes al 
inicio del proceso, el día 3 y el día 6. 
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El azufre orgánico se calculó por 
diferencia. 
3. RESULTADOS.  
 
3.1 Caracterización muestra de 
carbón inicial 
 
Las muestras fueron sometidas a análisis 
próximos y las formas de azufre se 
muestran en la tabla 1. 
 
Tabla 1: Análisis próximos y formas de 
azufre. 











% 40,20 ISO 562 
Carbón fijo % 40,10 
ASTM D 
3172 



























Mediante microscopia óptica se encontró 
la proporción maceral del carbón. 
  
 
Tabla 2. Proporción maceral del carbón  
Muestra % V % L % I % M 
Inicial  69 18 3 10 
V: vitrinita L: Liptinita I: Inertinita M: 
Minerales 
 
Según los resultados anteriores se 
determinó que este es un carbón de rango 
sub – bituminoso. 
 
3.2 Evaluación del proceso usando 
carbón pasante malla 60 serie Tyler 
3.2.1 Crecimiento de la biomasa en el 
tiempo 
 
Los ensayos empleando tamaño de 
partícula 60 mallas serie Tyler (Figura 1), 
presentaron una concentración inicial de 
inóculo de orden 106, siendo que luego de 
24 horas se alcanzaron concentraciones 
del orden de 108 cel/ml en todos los 
ensayos. 
 
Con relación a los ensayos con diferentes 
porcentajes de pulpa, se puede anotar 
que el ensayo con 2% mostró un 
crecimiento exponencial hasta el día 2 
(alcanzando 1,3x108 cel/ml), después del 
cual la concentración de biomasa se 
mantuvo prácticamente constante (con 
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pequeñas variaciones 1,3-3x108 cel/ml) 
hasta el día seis.  
 
De otro lado, los ensayos con 5% y 10% 
de pulpa presentaron comportamientos 
similares, donde se evidenció un 
crecimiento exponencial hasta el día 3, 
con una caída el día cuatro, a partir del 
cual se mantuvieron prácticamente 
constantes hasta el día seis.  
 
Sin embargo, vale la pena anotar que el 
ensayo con 10% de pulpa mostró una 
mayor concentración de células a partir 
del día 3, alcanzando un máximo en este 
día de 6,1x109 cel/ml, cayendo el día 
cuatro a 1,2x 109 cel/ml, con una leve 
caída hasta el final del ensayo (9,3x108 
cel/ml); similarmente, el ensayo con 5% 
de pulpa alcanzó un máximo de 2,4x109 
cel/ml el día 3, cayendo el día cuatro a una 
concentración celular de 3,3x108 cel/ml 
(valor cercano al alcanzado por el ensayo 
con 2% de pulpa), después de lo cual 
permaneció casi constante, con una leve 
caída hasta 1,5x108 cel/ml, hasta el final 
del experimento.  
 
A partir de los resultados se puede 
resumir que los mayores valores en 
biomasa se alcanzaron en el día tres, para 
los ensayos 5% y 10%, luego del cual se 
evidenció una disminución considerable 
en la concentración bacteriana. 
 
  
Fig. 1 Crecimiento de biomasa en el 
tiempo, empleando carbón tamaño de 
partícula de 60 mallas Tyler. 
 
3.2.2 comportamiento del pH 
Según el comportamiento presentado en 
la figura 2 se puede inferir que en todos 
los ensayos, se presentó una disminución 
en el valor de pH en las primeras 24 horas 
de proceso. 
 
Para los ensayos con control de pH 
(Figura 2), se observó durante las 
primeras 24 horas una disminución del pH 
proporcional a la concentración de pulpa 
empleada. Luego de efectuar el control de 
pH se evidencia un incremento por 
encima de 6,5, donde se observó un 
cambio significativo para el ensayo con 
2% de pulpa (alcanzando un valor 
alrededor de (6,7) y aumentos similares y 
menores para los ensayos con 5% (6,5) y 
10% (6,5) de pulpa.  
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Al final del experimento, el valor del pH 
para el ensayo con 2% de pulpa 
disminuyó (6,5) y los ensayos con 5% y 
10% de pulpa aumentaron levemente, 
alcanzando valores similares (6,6). 
 
 
Fig. 2 Cambio del pH en el tiempo 
empleando carbón tamaño de partícula de 
60 mallas Tyler. 
 
3.2.3 Proceso de biodesulfurización. 
 
Los porcentajes de biodesulfurización de 
azufre orgánico obtenidos para los 
diferentes porcentajes de pulpa se 
observan en la figura 3. De estos datos 
puede observarse que en el ensayo 2% 
de pulpa reportó una disminución en la 
eliminación de azufre orgánico, con 
31,7%S el día 3 y 21,8%S para el día 6.  
 
Por otro lado, no se observaron grandes 
diferencias en las remociones en los días 
3 y 6 para los ensayos con 5 y 10% de 
pulpa. De esta forma, los ensayos con 5% 
de pulpa presentaron remociones de 
32,1%S y 30,2%S para los días 3 y 6, 
respectivamente y los ensayos con 10% 
de pulpa mostraron en el día 3 una 




Fig. 3 Resultados experimentales del 
porcentaje de remoción, empleando un 
tamaño de partícula 60 mallas Tyler. 
 
3.3 Ensayos pasante 200 mallas serie 
Tyler 
 
3.3.1 Crecimiento celular en el tiempo 
 
Para los ensayos empleando tamaños de 
partícula pasante 200 mallas Tyler (figura 
4), los microorganismos presentaron un 
incremento de 106 cel/ml a 108 cel/ ml en 
las primeras 48 horas. 
 
A partir del tercer día, el ensayo con 2% 
de porcentaje de pulpa presentó 
disminución de aproximadamente un 
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orden, alcanzando un valor final de 4,0 X 
108 cel/ml, mientras los ensayos 5% y 
10% permanecieron constantes, en el 
valor alcanzado en el día 3, hasta el final 
del proceso, correspondiente a 4,2 X108 y 
1,8 X109 cel/ml respectivamente.  
 
Fig. 4 Crecimiento de biomasa 
empleando un tamaño de partícula malla 
200 Tyler. 
 
3.3.2 Comportamiento del pH 
Según el comportamiento presentado en 
la figura 5 se observa valores por debajo 
de 6,5 para todos los ensayos, en las 
primeras 24 horas de proceso. 
 
El comportamiento al inicio del proceso 
muestra una disminución del pH 
proporcional a la concentración de pulpa 
empleada. Alcanzando valores de 6,0, 6,1 
y 6,4 para los ensayos 10%, 5% y 2% 
respectivamente.  
 
A partir del control de pH se evidencia 
valores muy similares entre los tres 
diferentes tamaños de partícula, 
alcanzando valores mayores a 6,5 pero 
que no superan valores de 6,6. 
Finalizando el proceso, el pH para todos 
los ensayos mostró un valor de 6,5. 
 
Fig. 5 Cambio del pH en el tipo 
empleando carbón tamaño de partícula de 
60 mallas Tyler. 
 
3.3.3 Porcentaje de  biodesulfurización. 
 
Los porcentajes de biodesulfurización 
alcanzados se muestran en la figura 6.  
 
Se observó que, al emplear un 2% de 
pulpa, para el día 3 la remoción fue de 
21,2%S, mientras el día 6 se encontró un 
aumento en la remoción con 28,2%S. De 
otro lado, los ensayos empleando 5% y 
10% de pulpa, mostraron disminución en 
la remoción de azufre orgánico entre el 
día 3 y 6. De esta forma, los ensayos con 
5% de pulpa entregaron un porcentaje de 
remoción de 25,1%S el día 3 y de 12,0%S 
el día 6. Por su lado, el ensayo empleando 
10% de pulpa mostró un valor de 32,1%S 
en el día 3 y 17,3%S el día 6.  
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Fig. 6 Resultados experimentales del 
porcentaje de remoción, usando un 
tamaño de partícula pasante 200 mallas 
Tyler. 
 
3.4 Ensayos 325 mallas 
 
3.4.1 Crecimiento celular en el tiempo. 
 
Todos los ensayos mostraron, como se 
observa en la Figura 7, una tasa de 
crecimiento similar para las primeras 48h, 
alcanzando un orden de 108 cel/ml. A 
partir de este momento, los ensayos 2% y 
10% se mantuvieron constantes en un 
valor de alrededor de 1,1 x 108 y 2,7 x 108 
cel/ml, respectivamente. 
 
El ensayo correspondiente a 5% de pulpa, 
presentó un comportamiento diferente 
comparado con los demás ensayos, ya 
que en el día 3 alcanzó una población de 
1,8 x 109 cel/ml, para decaer, después de 
24 h, a un valor de 1,7 x108 cel/ml, 
permaneciendo sin mayores cambios 
hasta el día 6.  
 
 
Fig. 7 Crecimiento de la bacteria en el 
tiempo, empleando un tamaño de 
partícula pasante 325 mallas Tyler. 
 
3.4.2 comportamiento de pH 
Según los resultados consignados en la 
figura 8 los ensayos en la primera medida 
de pH luego de 24 horas de proceso 
reportaron valores para 2% de pulpa 6,4, 
5% de pulpa 6,3 y finalmente 10% de 
pulpa 6,3. 
Diferente a los demás comportamientos 
reportados con los otros tamaños de 
partícula los ensayos 5% y 10% de pulpa 
luego de la primera corrección de pH 
mostraron nuevamente valores por 
debajo de 6,5 siendo los valores 6,5 y 6,2 
respectivamente. El ensayo con 2% de 
pulpa por el contrario aumento su pH y 
alcanzo un valor de 6,6.  
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El pH final alcanzado por los ensayos 
reporta valores de 6,6 para los ensayos 
2% y 10% de pulpa y 6,5 para el ensayo 
de 5% de pulpa. 
 
3.4.3 Ensayos de biodesulfurización 
 
Los ensayos de biodesulfurización 
empleando una muestra de carbón molida 
a un pasante malla 325 Tyler, son 
mostrados en la Figura 8. En ésta se 
observa, para todos los casos, una mayor 
remoción para el día 3, alcanzando 
valores de 12,6%S, 25,1%S y 12,1%S, 
para los porcentajes de pulpa 2%, 5% y 
10%, respectivamente. 
 
Fig. 8 Resultados experimentales del 
porcentaje de remoción, empleando un 
tamaño de partícula 325 mallas Tyler. 
De otro lado, para el día 6 las remociones 
alcanzadas presentaron porcentajes 
inferiores de 7,0%S empleando 2% de 
pulpa, 7,5%S para el ensayo con 5% de 
pulpa y 7,1%S empleando 10% de pulpa. 
 
3.5 Resultados finales 
 
A partir de los resultados obtenidos, las 
mejores remociones pertenecen a los 
ensayos mostrados en la Tabla 1, con 
proporciones que superan el 30%S. La 
mayor remoción nominal fue alcanzada 
por el ensayo con un carbón pasante 
malla 60 Tyler, con 10% de pulpa, en seis 
días de proceso.  
 
Tabla1. Condiciones de los ensayos con 











60 10 6 9,3 X 109 32,7 
60 10 3 6,1 X 109 32,4 
200 10 3 2,5 x 109 32,1 
60 5 3 2,4 x 109 32,1 
60 2 3 2,9 X 108 31,7 
60 5 6 1,5 x 108 30,2 




4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 
El comportamiento en el crecimiento 
celular en el tiempo, muestra una 
tendencia a alcanzar altos valores de 
concentración alrededor del día 3, luego 
de lo cual las bacterias entran en un 
estado de latencia o se observa un 
decrecimiento pronunciado de la 
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población. El Rhodococcus rhodochrous 
en un medio de crecimiento con las 
condiciones óptimas alcanza ordenes de 
108 cel/ml, características que lo 
demuestran como un microorganismo de 
metabolismo acelerado. [12].  
 
Al evaluar los días de duración del 
proceso, las mejores remociones se 
presentan en el día tres, tiempo donde se 
mantiene una alta tasa de crecimiento y 
se llega a la mayor concentración celular, 
alrededor de 109 cel/ml. A partir de este 
momento las bacterias según su ciclo de 
vida comienzan un estado de latencia o se 
evidencia muerte celular. Este 
comportamiento afecta el proceso si se 
tiene en cuenta que los subproductos 
generados en el proceso son ricos en 
azufre y al darse este fenómeno 
posiblemente son absorbidos por el 
carbón, incrementando de esta manera 
los niveles de azufre y evidenciando 
menores remociones en el día 3. 
 
El comportamiento del crecimiento se 
puede ver influenciado por los valores 
alcanzados de pH. Valores iguales o 
superiores a 6,7 o menores a 6,5, 
sugieren según la gráfica de crecimiento 
que esto genera en las bacterias un 
estado de latencia y no permiten que se 
dé un crecimiento alrededor de 108, como 
si o alcanzan los ensayos que se 
mantienen en valores de pH entre 6,5 y 
6,6. 
 
La correlación que existe entre el pH y el 
crecimiento entregan elementos que 
sustentan la teoría de emplear mayores 
porcentajes de pulpa cuando se emplea 
un tamaño de partícula pasante malla 60 
serie Tyler con el fin de optimizan el 
proceso y obtener mayores porcentajes 
de remoción. La explicación se encuentra 
en que a menor porcentaje de pulpa los 
subproductos generan incrementos de pH 
los cuales superan valores que no 
favorecen el crecimiento, mientras que 
porcentajes de pulpa de 10% mantienen 
el pH en valores más cercanos a 6,5 pH 
óptimos reportados por diferentes autores 
[9,12].  
 
Los resultados aquí encontrados, 
sugieren como la mejor opción llevar a 
cabo los ensayos por espacios de tiempo 
de tres días, suficientes para obtener una 
buena remoción de azufre orgánico, lo 
que es concordante por lo encontrado por 
otros autores [9, 10, 11]. En este sentido, 
con el fin de lograr mayores remociones 
Artículo I 81 
 
se podrían evaluar ensayos donde se 
suministre inóculo fresco cada tres días. 
 
La disminución en la remoción con el 
tiempo, podría explicarse además como 
debida a la producción de 2-hidroxibifenilo 
(2HBP), como sub-producto de la ruta 
metabólica mediante la cual el 
Rhodococcus rhodochrous procesa el 
azufre orgánico presente en el carbón [2, 
13]. El 2HBP es reconocido como 
bactericida [13], por lo que podría generar 
una reducción en la población presente en 
el medio de cultivo y/o una inhibición en 
su actividad, lo que explicaría el 
comportamiento en los ensayos después 
de 72 h. 
 
La acumulación de 2-HBP, de igual 
manera, podría explicar por qué se 
presentan mayores porcentajes de 
remoción en el día 3, al compararse con 
el día 6. De esta forma, las poblaciones 
celulares se pueden ver afectadas a 
ciertas concentraciones de 2-HBP, 
interfiriendo con su crecimiento y/o 
inhibiendo parcialmente en su 
metabolismo. [2, 13, 14, 15].  
 
Considerando que la mayoría de los 
ensayos que presentaron remociones 
mayores a 30%, a excepción del ensayo 
pasante malla 200 serie Tyler empleando 
10% de pulpa, se llevaron a cabo con 
tamaño de partícula pasante malla 60 
serie Tyler. Por lo cual puede ser definida 
este como la condición optima a emplear.  
 
De este comportamiento se puede inferir 
que a menor tamaño de partícula, menor 
es el peso de los granos de carbón y 
considerando la baja tasa de agitación de 
84 rpm se tiene un escenario donde se 
dificulta mantener un contacto 
permanente entre el microorganismo y los 
granos de carbón, siendo esta una 
condición en contra del proceso. Además 
según lo ya antes discutido el 
Rhodococcus rhodochrous gracias a su 
metabolismo intracelular guarda 
componentes ricos en azufre, y 
considerando menores tamaños de 
partícula se puede pensar que estos 
favorecen la absorción del 
microorganismo, viéndose esto reflejado 
en las bajas tasas de remoción. 
 
Si se analiza la influencia que presenta en 
el resultado global el porcentaje de pulpa 
empleado, cabe anotar que los 
porcentajes de remoción no mostraron 
dependencias significativas en virtud del 
porcentaje de pulpa, ya que, en general, 
no se observó una tendencia que 
permitiera identificar la mejor condición. 
De acuerdo a esto se observaron 
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remociones similares entre los diferentes 
ensayos hechos para cada tamaño de 
partícula. Sin embargo, en todos los 
casos se pudo constatar, aunque en 
algunos casos con diferencias mínimas, 
que los mejores resultados se observaron 
con 10% de pulpa, lo cual hace el método 
bastante alentador. 
 
Las remociones (lixiviación) de iones con 
microorganismos, disminuyen con el 
aumento en el porcentaje de pulpa debido 
a inhibición por sustrato o esfuerzos 
cortantes generados por la fricción entre 
partículas, condición poco probable para 
este estudio si se considera como baja la 
velocidad de agitación empleada (84 
rpm). [2, 16] Además, se pudo observar 
que en los ensayos con carbón molido a 
60 mallas Tyler, a mayor cantidad de 
pulpa no se advierte mayor inhibición en 
el crecimiento celular y, por el contrario, 
se favorecen los mayores porcentajes de 
remoción. 
 
La remoción alcanzada de 32,4% aunque 
aún se encuentra muy por debajo de 
alcanzar una remoción total del azufre del 
carbón permite obtener un carbón mucho 
más limpio y el cual en un primer 
momento cumpla con la normatividad 
nacional e internacional de emisiones de 
dióxido de azufre. 
 
El carbón es una molécula compleja la 
cual varía mucho en su estructura debido 
a la gran cantidad de factores que 
intervienen en su formación, es por esto 
que en este trabajo se evaluó el proceso 
empleando carbones colombianos para 
conocer como es el comportamiento y su 
potencial para ser sometido a un proceso 
de biodesulfurización. Esta trabajo 
muestra una remoción mayor a la 
alcanzada en lignitos 27,1% [9] y similar a 
la remoción total en carbones 
subituminosos 32,0% [2] 
 
Se puede concluir que un buen proceso 
de remoción de azufre orgánico se 
obtiene en un proceso de 3 días con 
tamaño de partícula pasante malla 60 
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PROCESO DE BIODESULFURIZACIÓN DE AZUFRE ORGÁNICO PRESENTE EN UN 
CARBÓN COLOMBIANO BAJO CONDICIONES DE AJUSTE Y NO AJUSTE DE pH 
MEDIANTE UNA CEPA PURA DE Rhodococcus rhodochrous IGTS8. 
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El carbón es comúnmente empleado a nivel industrial debido a su alto poder calorífico. 
Estas características se ven altamente afectadas por su alto contenido de azufre el cual a 
altas temperaturas se libera de forma gaseosa. Esta condición hace del proceso de 
biodesulfurización una técnica de interés que busca reducir los niveles de azufre antes del 
uso del carbón. El pH es un factor clave en el proceso de biodesulfurización de azufre 
orgánico cuando se emplea una cepa pura de Rhodococcus rhodochrous IGTS8. Para este 
fin se evaluaron los resultados del proceso si se aplica o no un control de pH sobre los 
ensayos y si se emplearon tres diferentes tamaños de partícula. El estudio se llevó a cabo 
sobre un carbón de rango sub-bituminoso que presenta alto contenido de azufre orgánico 
(1,16%). Para el proceso los ensayos se llevaron a cabo por 72 horas en un volumen de 
trabajo efectivo de 250 ml, tamaño de partícula pasante 60 mallas Tyler, porcentaje de pulpa 
(2%, 5% y 10%), temperatura 30°C, pH inicial de 6,5 y agitación de 84 rpm. El porcentaje 
máximo obtenido de remoción de azufre orgánico fue de 32,4% bajo condiciones de control 
de pH y empleando un 10% pulpa. 
 
Palabras claves: biodesulfurización, azufre orgánico, Rhodococcus rhodochrous, pH, 
tamaño de partícula, porcentaje de pulpa. 
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1. INTRODUCCIÓN  
El carbón es considerado uno de los 
principales recursos energéticos 
empleados a nivel mundial [1]. Sin 
embargo, al igual que otros 
combustibles fósiles, presenta con 
frecuencia altos contenidos de azufre, 
tanto orgánico como inorgánico, los 
cuales se consideran constituyente 
indeseable y perjudicial en el ámbito 
económico y ambiental [1].  
El proceso de combustión del carbón 
elimina gases con alto contenido de 
óxidos de azufre, que, al combinarse 
con el agua presente en la atmosfera, 
genera ácidos que contribuyen 
enormemente a la polución, mediante la 
generación de lluvias ácidas [2, 4].  
 
Se considera necesario implementar 
técnicas que permitan eliminar los 
contenidos de azufre antes del proceso 
de combustión, garantizando de esta 
manera el cumplimiento por parte del 
carbón de los niveles de emisiones 
permitidos en las normas ambientales y 
de calidad [3].  
 
El azufre orgánico se presenta en el 
carbón en enlaces covalentes con grupos 
tioles, sulfuros mercaptanos, disulfuros y 
tiofenoles, formando matrices de 
estructura compleja e impidiendo su 
remoción por métodos convencionales, 
entregando así complejidad al proceso de 
remoción [5]. 
En la actualidad se ha enfocado las 
investigaciones hacia métodos biológicos 
de desulfurización, para lo que se han 
empleado cepas especializadas como 
Rhodococcus rhodochrous IGTS8, 
microorganismo considerado promisorio 
en cuanto a su capacidad de remover 
moléculas complejas de azufre orgánico. 
Mediante su metabolismo, R. 
rhodochrous extrae el azufre asociado a la 
matriz de carbono sin comprometer las 
capacidades caloríficas del carbón [6, 7, 
8]. 
El objetivo principal de esta publicación es 
presentar los resultados de la evaluación 
del efecto del control o no control del pH, 
empleando diferentes tamaños de 
partícula, sobre el porcentaje final de 
remoción de azufre orgánico de un carbón 
sub-bituminoso, mediante el uso de la 






      
80 Proceso de biodesulfurización del azufre orgánico presente en un carbón colombiano, 
mediante el uso de una cepa pura de Rhodococcus rhodochrous IGTS8 
 
 




La muestra de carbón se obtuvo de la 
mina La Guacamaya, localizada en el 
municipio de Puerto Libertador, Córdoba. 
Ésta se sometió a un proceso de 
molienda en molino de bolas y se tamizó 
para obtener tamaños de partícula 
pasante malla 60 Tyler, retenido malla 
200 Tyler (240μm<DP<74μm). 
 
2.2 Definición del tipo de carbón 
 
Se elaboraron secciones pulidas con el 
fin de clasificar el carbón y de esta 
manera conocer las características 
propias de éste.  
Los análisis se llevaron a cabo mediante 
la técnica de conteo de puntos en 
microscopio óptico de luz plana 
polarizada, modo de luz reflejada marca 
NICON ECLIPSE LV100. 
 
2.3. Microorganismo y medio de cultivo. 
 
Se empleó una cepa pura de la bacteria 
Rhodococcus rhodochrous IGTS8 (ATCC 
53968) para los ensayos de 
biodesulfurización. 
La bacteria se inoculó inicialmente en 
agar nutritivo durante 48h.  
 
Posteriormente se sembró en un medio 
estándar (BSM), con la siguiente 
composición: 4 g/l KH2PO4, 4 g/l 
NaH2PO4.H2O, 0,67 g/l NH4Cl, 0,2 g/L 
MgCl2.6H2O, 0,001 g/L CaCl2.2H2O y 
0,001 g/L FeCl3.6H2O [9].  
 
Como fuente de carbono se empleó el 
acetato de sodio 20 mM. El pH se ajustó 
a 6,5. El medio se esterilizó por 20 
minutos, a 121°C. Los cultivos 
permanecieron en agitación constante 
durante 72 h, tiempo necesario para 
alcanzar un inóculo suficiente para los 
ensayos de biodesulfurización [9, 10, 11].  
 
2.4. Procedimientos experimentales. 
 
Los experimentos se llevaron a cabo por 
triplicado en erlenmeyer de 500ml, 
usando 250ml de volumen efectivo. Cada 
ensayo contenía 8% v/v de inóculo, 2%, 
5% o 10% m/v de carbón, según el 
ensayo y medio de cultivo BSM suficiente 
para completar 250 ml.  
 
Las condiciones de operación empleadas 
fueron temperatura 30°C y agitación de 





84 rpm. El pH fue ajustado con NaOH 4M 
y HCl 6M, cada 24 h, para garantizar un 
valor de pH de 6,5, de acuerdo con lo 
reportado en la literatura [9, 10, 11].  
 
Cada ensayo se hizo por triplicado 
durante 72 h. 
Para el control del proceso se llevó a cabo 
un ensayo en igualdad de condiciones a 
los ensayo s experimentales pero el cual 
no fue inoculado con bacterias, esto para 
identificar posibles cambios a partir de la 
interacción del carbón con los 
componentes del medio. 
 
2.5. Procedimientos Analíticos. 
 
El crecimiento celular se monitoreó, en un 
microscopio biológico marca Olympus CX 
31, usando objetivo 40X (aire). Los 
conteos se hicieron en una cámara de 
Neubaüer, con volumen 1/10 ml, marca 
BOECO.  
El seguimiento del pH se realizó cada 24 
horas (antes y después de la corrección), 
con un pH-metro marca Hach PHC-301, 
con electrodo de KCl/Ag. 
El análisis de las formas de azufre 
presente en las muestras finales del 
carbón sometido al proceso de 
biodesulfurización, se determinó 
mediante la norma ASTM 2492.  
Los análisis de azufre total se midieron 
por Método de Ensayo Estándar para 
“Determinación del Azufre en los Análisis 
de Muestras del Carbón y Coque”, 
usando Métodos de Tubos de Alta 
Temperatura, en Hornos de Combustión, 
donde se usó un horno LECO S632.  
El azufre orgánico se calculó por 
diferencia. 
3. RESULTADOS.  
 
3.1 Caracterización muestra de 
carbón inicial 
 
Las muestras fueron sometidas a análisis 
próximos y las formas de azufre se 
muestran en la tabla 1. 
 
Tabla 1: Análisis próximos y formas de 
azufre. 











% 40,20 ISO 562 
Carbón fijo % 40,10 
ASTM D 
3172  
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Mediante microscopia óptica se encontró 
la proporción maceral del carbón. 
  
Tabla 2. Proporción maceral del carbón  
Muestra % V % L % I % M 
Inicial  69 18 3 10 
V: vitrinita L: Liptinita I: Inertinita M: 
Minerales 
 
Según los resultados anteriores se 
determinó que este es un carbón de 
rango sub – bituminoso. 
 
3.2 Ensayos de biodesulfurización 
 
3.2.1 Crecimiento de la biomasa 
 
El crecimiento celular de los ensayos se 
presenta en la figura 1 (a) y (b). La 
concentración inicial de inóculo fue de 
orden 106, y luego de 24 horas 
alcanzaron concentraciones de orden 
cercano a 108.  
 
En los ensayos con 2% de pulpa 
controlando el pH (figura 1(a)) y 2% y 5% 
de pulpa, sin control (figura 1(b)), se 
observó un crecimiento exponencial 
durante el primer día, el cual después de 
eso permaneció constante en la forma de 
un plateau en el tiempo, alcanzando un 
valor cercano a 108 cel/ml. 
 
De otro lado, los ensayos usando 5% y 
10% de pulpa, con control del pH (Figura 
1(a)) y 10% de pulpa sin control (Figura 
1(b)), mostraron un crecimiento continuo 
desde el inicio hasta el final del 
experimento, alcanzando valores 
cercanos a 1010 cel/ml, mostrando un 
comportamiento acorde a los ya 
reportados para la bacteria [12].  
 
Se alcanzaron los valores más altos de 
crecimiento en el día final para los 
ensayos 5% control y 10% control y 10% 
sin control. 
 
Los ensayos 2% y 5% de pulpa sin control 
de pH muestran una tendencia a 
mantener el crecimiento celular constante 
a partir de las 48h del proceso. 






Fig. 1 Crecimiento de la biomasa en el 
tiempo. (a) Crecimiento con pH 
controlado, (b) crecimiento sin control de 
pH.  
 
3.2.2 Comportamiento del pH 
Según el comportamiento presentado en 
la figura 2 se puede inferir que todos los 
ensayos, exceptuando el ensayo donde 
se empleó 2% de pulpa y no se aplicó un 
control de pH, presentaron una 
disminución en el valor de pH en las 
primeras 24 horas de proceso. 
 
En los ensayos donde no se aplicó control 
de pH (Figura 2 (a)), se pudo ver que a 
mayor porcentaje de pulpa, se alcanzan 
menores valores de pH. De esta forma, la 
mayor disminución en el pH fue 
alcanzada por el ensayo con 10% de 
pulpa, con alrededor de 6,0 (cercano al 
valor alcanzado por el control), después 
de dos días. El menor efecto observado 
se dio en el ensayo con 2% de pulpa, en 
el cual el pH siempre aumentó desde el 
primer momento. El ensayo con 5% de 
pulpa mostró un comportamiento 
intermedio, bajando el pH a un valor de 
alrededor de 6,2 en las primeras 24 h de 
ensayo, después de lo cual el pH 
comenzó a subir. 
  
En cuanto al pH final, los valores 
alcanzados fueron de 6,9, 6,6 y 6,2, para 
los ensayos con 2%, 5% y 10% de pulpa, 
respectivamente, con una tendencia al 
aumento en los últimos dos ensayos. 
 
Para los ensayos con control de pH 
(Figura 2(b)), se observó durante las 
primeras 24 horas una disminución del 
pH proporcional a la concentración de 
pulpa empleada. Luego de efectuar el 
control de pH se evidencia un incremento 
por encima de 6,5, donde se observó un 
cambio significativo para el ensayo con 
2% de pulpa (alcanzando un valor 
alrededor de (6,7) y aumentos similares y 
menores para los ensayos con 5% (6,5) y 
10% (6,5) de pulpa.  
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Al final del experimento, el valor del pH 
para el ensayo con 2% de pulpa 
disminuyó (6,6) y los ensayos con 5% y 
10% de pulpa aumentaron levemente, 
alcanzando valores similares (6,6). 
 
 Fig. 2 Cambio del pH en el tiempo. (a) 
Ensayos sin control de pH y (b) ensayos 
con pH controlado.  
 
3.2.3 Remoción de azufre. 
 
Los porcentajes finales de 
biodesulfurización de azufre orgánico, 
obtenidos para los diferentes porcentajes 
de pulpa, aplicando control de pH se 
observan en la figura 3. En ésta puede 
observarse que los todos los ensayos 
mostraron remociones de azufre orgánico 
similares y levemente mayores conforme 
aumentó el porcentaje de pulpa, con 
31,7%S, 32,1%S y 32,4%S, para 2%, 5% 
y 10% de pulpa, respectivamente. 
 
Por otro lado, los ensayos donde no se 
controló el pH (figura 3), los porcentajes 
de remoción obtenidos para un 
porcentaje de pulpa de 2% mostro 
remociones alrededor de 17,9%S. Los 
porcentaje de remoción encontrados para 
5% de pulpa fueron de 32,1%S en la 
pasada las 72 h del ensayo. Al emplear 
un porcentaje de 10% de pulpa se 
presentó una remoción de 20,6%S.  
 
 
Fig. 3 Porcentaje de remoción de azufre 
orgánico. Ensayos control de pH y 
ensayos sin control de pH. 
 
3.3 Resultados generales 
 
Las mejores remociones obtenidas 
pertenecen a los ensayos con pH 
controlado (Tabla 3) donde se 
encontraron porcentajes de remoción 
superiores a 30%.  
 





Tabla 3. Condiciones de los ensayos con 








10 SI 6 X 109 6,5 32,4 
5 SI 1,8 X 108 6,5 32,1 
2 SI 8,7 X 107 6,7 31,7 
1.BDS (Biodesulfurización) 
 
4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 
De acuerdo con la cinética de crecimiento 
de biomasa observada (Fig. 1), la cepa de 
Rhodococcus rhodochrous usada mostró 
una alta velocidad de crecimiento, similar 
a lo mostrado para este microorganismo 
por otros autores [9, 10, 11, 12], sin 
embargo, mucho mayor que la observada 
para cepas de otras especies, usadas 
para la lixiviación de azufre inorgánico. 
Esta característica le brinda ventajas 
competitivas con estos microorganismos 
a la hora de su uso comercial, sin 
embargo debe ser potencializada usando 
las condiciones óptimas, con el fin de 
optimizar su crecimiento y desempeño 
durante las 72 h, tiempo en el que 
observa su mayor actividad metabólica 
[9, 10, 11, 12]. 
 
Según los resultados obtenidos para 
crecimiento se puede inferir que el 
Rhodococcus rhodochrous presenta una 
alta sensibilidad a los cambios en el 
entorno. Factores como el pH, la 
temperatura, la velocidad de agitación 
afectan considerablemente la actividad 
metabólica del microorganismo e inhibe 
su crecimiento. [9, 10, 11].  
 
Con respecto al comportamiento del pH 
se pudo observar que pH mayores a 6,5 
se optimizó el proceso de 
biodesulfurización, resultado que está en 
concordancia con lo observado por otros 
autores en la literatura [12]. Por tal 
motivo, se considera que aplicar un 
control de pH es un factor decisivo 
principalmente cuando se trabaja a 
mayores porcentajes de pulpa. Esto se 
explica al observar el comportamiento de 
los ensayos de 10% de pulpa, donde el 
porcentaje de remoción no superó el 
20,6%S, mientras que aplicando control 
de pH se alcanzó una remoción de 
32,4%S. 
 
Los autores reportan pH óptimo de 
crecimiento 6,5 tanto para trabajar en 
biodesulfurización en crudos como en 
lignitos, ya que esta condición optimiza la 
actividad de las enzimas involucradas en 
la ruta 4s por medio de la cual el 
microorganismo extrae el azufre 
necesario para su metabolismo y por 
consiguiente para su reproducción [9, 10, 
11, 12].  
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Los ensayos con pH no controlado 
correspondientes a 5% y 10% de pulpa 
presentaron caídas en los valores de pH 
en los días iníciales del proceso y 
mostraron incremento a partir del día 1 
para 5% de pulpa y a partir del día 2 para 
los ensayos de 10%. Esta condición 
obliga al microorganismo a permanecer la 
mayor parte del proceso en valores de pH 
diferentes al valor de 6,5 lo cual se 
traduce en bajos porcentajes de remoción 
[12].  
 
Por otra parte se puede ver como los 
valores de pH comienzan a incrementar a 
mayores concentraciones de 
microorganismos, de alrededor de 108 
cel/ml, posiblemente como consecuencia 
de la expulsión de metabolitos 
secundarios (SO3, SO4, S) productos de 
la ruta metabólica del Rhodococcus 
rhodochrous [13]. 
 
La caída del pH durante las primeras 24 
horas para los ensayos de 2 y 5% de 
pulpa y hasta dos días para los de 10% 
de pulpa, puede asociarse a un aporte de 
ácidos débiles por parte del carbón, como 
ya ha sido considerado por otros autores 
[14]. Los ácidos húmicos presentes en el 
carbón no se solubilizan fácilmente en 
agua, se requieren valores básicos de pH 
que faciliten el fraccionamiento químico y 
por consiguiente la solubilidad [14]. Se 
puede esto asociar al presente estudio 
puesto que los valores empleados se 
mantienen en un rango de pH básico 
durante todo el proceso. 
Las mejores remociones se observaron 
en un rango de pH entre 6,5 y 6,7, 
condición óptima para garantizar la 
actividad enzimática en la ruta de 
lixiviación del azufre orgánico [13]. Por 
este motivo se puede concluir que aplicar 
un control de pH favorece el proceso, ya 
que mantiene los valores más cercanos al 
rango óptimo, disminuyendo el tiempo 
requerido para recuperación del pH, 
observado en los ensayos sin control, los 
cuales van en contra del corto ciclo de 
vida de la bacteria [9, 12]. 
 
Si se analiza la influencia que presenta en 
el resultado global el porcentaje de pulpa 
empleado, cabe anotar que no se 
observó una tendencia que permita 
identificar la mayor remoción de azufre 
orgánico, ya que las proporciones 
obtenidas para los ensayos donde se 
aplicó o no control son muy similares 
empleando los tres diferentes tamaños de 
partícula. 






Por otro lado, si se quiere definir la 
condición más favorable, orientada a 
procesos productivos, puede afirmarse 
que 10% de pulpa es el mejor resultado, 
dado que no se presenta inhibición del 
crecimiento de la bacteria y se obtuvo las 
mejores remociones tanto para ensayos 
sin control como con control. 
 
Se puede concluir que para alcanzar un 
porcentaje de remoción de azufre 
orgánico de 32,4%S se debe emplear un 
tamaño de partícula pasante malla 60 
Tyler, un porcentaje de 10% de pulpa, 
mantener un control de pH en 6,5, 
temperatura y agitación constante de 
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CARBÓN COLOMBIANO SOMETIDO A UN PROCESO DE BIODESULFURIZACIÓN 
MEDIANTE UNA CEPA PURA DE Rhodococcus rhodochrous. 
 
NATALIA TORO VÉLEZ 
ntorov@unal.edu.co. 
 




Grupo de Mineralogía Aplicada y Bioprocesos (GMAB), Facultad de Minas, Universidad 
Nacional de Colombia-Sede Medellín 
 
En este trabajo se muestran los resultados de la caracterización microquímica granos de 
carbón presentes en los cuatro mejores resultados obtenidos de un proceso de 
biodesulfurización de carbón, empleando la bacteria Rhodococcus rhodochrous IGTS8 
(ATCC 53968). Las muestras fueron caracterizadas, utilizando microscopia óptica de luz 
plana polarizada (modo de luz reflejada) (MOLPP-LR) y microscopia electrónica de barrido 
con espectrometría de rayos X por energía dispersiva (SEM/EDX). El objetivo de este 
trabajo fue el de conocer los cambios ocurridos, en los granos individuales de carbón, más 
específicamente a nivel microquímico, mediante la medida de las proporciones de azufre 
orgánico presentes, con el fin de definir las remociones al final del proceso. A partir de los 
resultados obtenidos, fue posible definir la remoción de azufre orgánico en los granos 
individuales, sin embargo, en virtud de la cercanía con el límite de detección del método, se 
consideran estos resultados de carácter cualitativo. Finalmente, a partir del análisis de los 
resultados, se puede concluir que, al menos en parte, el azufre orgánico removido 




inicialmente del carbón, fue reincorporado al sólido, como producto de la reabsorción de 
éste por las células del microorganismo. 
 
PALABRAS CLAVES: Carbón, Microscopia Óptica de Luz Plana Polarizada (MOLPP), 
SEM/EDX, Biodesulfurización, Azufre Orgánico. 
 
2. INTRODUCCIÓN  
El azufre orgánico está unido 
covalentemente dentro de la gran 
estructura compleja del carbón y es difícil 
de remover físicamente o químicamente, 
en contraste con el azufre pirítico o 
inorgánico. El azufre orgánico en el 
carbón existe tanto en  
Compuestos alifáticos y aromáticos como 
en formas heterocíclicas. Éstos pueden 
ser clasificados como tioles aromáticos o 
alifáticos (mercaptanos, tiofenoles), 
sulfuros o disulfuros aromáticos, alifáticos 
o mezclados (tioéteres, ditioéteres) y 
compuestos heterocíclicos del tipo 
tiofenol (dibenzotiofenol) [1, 2]. 
Con base en lo anterior, las técnicas 
empleadas en este trabajo se definieron 
con el fin de permitir un monitoreo de los 
cambios en los granos de carbón, 
después un proceso de biodesulfurización 
de azufre orgánico.  
 
La MOLPP ha sido usada por años con el 
objeto de caracterizar los macérales en el 
carbón, para así clasificarlo y definir las 
propiedades más sobresalientes producto 
de éstas. Por su parte, la SEM/EDX se ha 
utilizado en materiales y minerales, con el 
propósito de definir su microquímica y 
cambios que se puedan dar a este nivel. 
En este sentido, se usó esta técnica con 
la finalidad de establecer la variación o no 
en las proporciones de azufre orgánico 
presentes en los granos de carbón, antes 
y después del proceso de 
biodesulfurización.  
 
El objetivo de este artículo es mostrar los 
cambios estructurales y de composición, 
en los granos de carbón, presentes en las 
muestras tratadas mediante el proceso de 
biodesulfurización. 
 
3.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Toma y preparación de muestras 
de carbón 
Las muestras fueron obtenidas de la mina 
La Guacamaya, localizada en el municipio 
de Puerto Libertador, departamento de 
Córdoba (Colombia).  
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Éstas fueron homogenizadas y 
cuarteadas, hasta alcanzar un tamaño de 
muestra representativo para los ensayos 
de biodesulfurización. 
La muestra final se dividió en tres partes, 
con el fin de ser sometida a un proceso de 
molienda en molino de bolas, hasta 
alcanzar tamaños de partícula pasante 60 
retenido 200 malla Tyler 
(240μm<DP<74μm), pasante 200 
retenido 325 malla Tyler (74 
µm<DP<43µm) y pasante malla Tyler 325 
(DP<43 µm). Esto se hizo mediante un 
tamizado empleando un ro-tap y las 
respectivas mallas Tyler. Cada una de las 
partes se someto al proceso de molienda 
hasta que el 100% pasara por la malla 
Tyler correspondiente. 
Las muestras se almacenaron en 
recipientes cerrados, a temperatura 
ambiente, con el fin de no generar 
cambios en su humedad y contenido de 
azufre en el tiempo. 
 
2.2  Microorganismo, medio de cultivo 
y bioensayos 
Con el fin de llevar a cabo los bioensayos, 
fue usada la cepa pura de la bacteria 
Rhodococcus rhodochrous IGTS8 (ATCC 
53968).  
Los ensayos de biodesulfurización se 
hicieron usando un medio estándar 
(BSM), constituido por 4 g/L KH2PO4, 4 g/l 
NaH2PO4.H2O, 0,67 g/l NH4Cl, 0,2 g/L 
MgCl2.6H2O, 0,001 g/L CaCl2.2H2O, 0,001 
g/L FeCl3.6H2O [3]. Como fuente de 
carbono se empleó acetato de sodio 20 
mM. El pH se ajustó a 6,5. El medio se 
esterilizó por 20 minutos, a 121°C.  
Los experimentos se hicieron en 
erlenmeyers de 500 ml, con un volumen 
efectivo de 250ml. El proceso de llevó a 
cabo durante 72h, a 64 rpm y temperatura 
de 30ºC. El pH se controló cada 24h 
usando NaOH 4M y HCl 6M, según la 
necesidad, para garantizar un valor de 
6,5. 
Después de llevar a cabo los diferentes 
ensayos de biodesulfurización, se 
seleccionaron las cuatro muestras con los 
mejores porcentajes de remoción (Tabla 
1), para la caracterización mediante las 
técnicas analíticas ya mencionadas. 
 
2.3 Caracterización química y 
petrográfica  
 




Los análisis de las formas de azufre se 
realizaron usando las normas 
ASTMD3177 y D2492, respectivamente. 
El contenido de azufre orgánico se calculó 
por diferencia. 
 
Tabla 1. Muestras con mejores 
porcentajes de remoción. Nota: %BSD, 




caracterización mineralógica y 
petrográfica de los carbones, se 
prepararon secciones pulidas de la 
muestra original y las muestras que 
presentaron mayor remoción de azufre 
orgánico al final del proceso. 
La caracterización petrográfica del carbón 
se hizo mediante el uso de un microscopio 
óptico de luz plana polarizada (modo de 
luz reflejada), marca NICON ECLIPSE 
LV100. Se usó la técnica de “conteo de 
puntos” con el fin de establecer las 
proporciones de macerales en el carbón. 
 
Mediante MOLPP/LR se identificaron 
granos representativos de los diferentes 
macérales presentes, los cuales fueron 
seleccionados para ser analizados por 
SEM/EDX.  
 
Con el fin de definir microquímicamente el 
contenido de azufre orgánico presente en 
los granos de carbón, las muestras se 
analizaron mediante Microscopía 
Electrónica de Barrido (SEM: Scanning 
Electron Microscopy) en un equipo marca 
JEOL JSM 5910 LV, utilizando un detector 
EDS (Energy Dispersive X ray 
Spectrometer) Oxford modelo 7324. 
Para el análisis con SEM/EDS las 
muestras fueron previamente 
metalizadas con grafito, utilizándose 
un voltaje de aceleración de 15kV. 
 
Esta técnica permite identificar el azufre 
independiente de la forma en que se 
encuentre ya que está analiza es el átomo 
de azufre como tal y no una molécula 
especifica. 
 
Con el objeto de tener resultados 
estadísticamente válidos, se hicieron 
análisis en seis granos donde no se 
observaran granos de pirita cercanos con 
el fin de evitar analizar formas de azufre 
que no son objeto de estudio.  
Los granos fueron escogidos 
aleatoriamente de cada muestra, siendo 
que en cada grano se hicieron análisis en 
tres puntos diferentes (en el centro y 
Muestra Pasante % Pulpa % BDS 
6010 60 10 32.4 
20010 200 10 32.1 
605 60 5 32.1 
602 60 2 31.7 
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bordes). Adicionalmente, se hizo una 
petrografía descriptiva de los granos de 
carbón y minerales asociados, mediante 





3.1 Análisis de formas de azufre 
 
Los resultados del análisis de formas de 
azufre presentes en la muestra original de 
carbón, sin tratar. En esta se puede 
observar que la muestra original presentó 
un 2,22% de azufre total, del cual un poco 
más de la mitad (52,3%) se presentó 
como azufre orgánico. 
 
Los resultados de las formas de azufre 
encontrados en las muestras donde se 
evidenció un mayor porcentaje de 
biodesulfurización se encuentran en la 
Tabla 2. A partir de estos resultados se 
puede observar, además de una clara 
remoción de azufre orgánico, que no hubo 
remoción de azufre pirítico y que, en los 
ensayos con mayor porcentaje de pulpa, 
se observó una remoción de cerca del 
50% de los sulfatos en la muestra. 
 
 
Tabla 2: Porcentajes de las diferentes 











Inicial 60 0,11 0,95 1,16 2,22 
Inicial 
200 0,11 0,97 1,18 2.22 
6010 0,05 1,03 0,68 1,76 
20010 0,06 0,96 0,49 1,51 
605 0,10 0,92 0,85 1,87 
602 0,11 0,92 0,49 1,52 
 
3.2 Caracterización de las muestras 
por MOLPP. 
 
Mediante el estudio de la muestra inicial 
de carbón por MOLPP, se pudo definir la 
presencia de vitrinita, liptinita e inertinita, 
como fases macérales del carbón en 
estudio, además de otras fases minerales 
entre las cuales se destaca la presencia 
de pirita que se observó cómo pequeños 
cristales incluidos en la masa de carbón 
(Figura 1), con hábito framboidal y menos 
frecuentemente, rellenando fracturas 
dentro de éste  
 
Posteriormente las muestras fueron 
analizadas y se determinó por análisis 
próximos y las formas de azufre los 
contenidos del carbón como se muestran 
en la tabla 3.  
 




Tabla 3: Análisis próximos y formas de 
azufre. 











% 40,20 ISO 562 
Carbón fijo % 40,10 
ASTM D 
3172  


























Mediante microscopia óptica se encontró 
la proporción maceral del carbón. Este 
análisis se realizó antes y después del 
proceso de biodesulfurización. Los 
resultados obtenidos se consignan en la 
Tabla 4. 
 
El conteo maceral se observa un 
incremento en el porcentaje mineral el 
cual puede ser atribuido al proceso de 
molienda y tamizado de la muestra 
original. 
 
Según los análisis a los cuales fue 
sometido el carbón se determinó que este 
es un carbón de rango sub – bituminoso. 
 
 
Tabla 4. Proporción maceral del carbón  
Muestra % V % L % I % M 
Inicial 60 69 18 3 10 
Inicial 200 69 18 3 10 
6010 75 15 3 7 
20010 69 18 3 10 
605 72 14 3 15 
602 68 14 3 15 
V: vitrinita L: Liptinita I: Inertinita M: 
Minerales 
 
Las imágenes captadas en el microscopio 
óptico, evidencian granos grises, de 
formas características completamente 




Fig. 1. Granos de carbón (muestra inicial) 
vitrinita con granos de pirita (en color 
blanco) incluidos. 
 
Como se puede ver, los resultados 
correspondientes a la estructura y la 
composición maceral no presentaron 
cambios significativos en comparación 
con los resultados obtenidos de la 
muestra inicial. 
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Según las imágenes obtenidas se 
corrobora que las muestras tratadas, no 
presenta ningún cambio en la estructura 
física que pueda ser atribuible al efecto 
del proceso biodesulfurización (Figura 2). 
 
 
Fig. 2. Imagen por MOLPP de granos de 
una muestra luego del proceso de 
biodesulfurización. Pirita como 
inclusiones y libre (granos de color 
blanco). 
 
3.3 Análisis microquímico y petrográfico 
del carbón mediante SEM/EDX/BSE 
 
En la Tabla 6, se presentan los análisis 
puntuales de los diversos granos del 
carbón antes del tratamiento, escogidos 
aleatoriamente. En ésta se puede 
observar que el promedio hallado fue de 
2,6 %S, con una variabilidad 
considerable, con un mínimo observado 
de 1,3 %S y un máximo de 3,8 %S. Vale 
la pena anotar que el valor observado es 
cercano al hallado mediante los análisis 
químicos para azufre total (2,2%S), 
siendo que las diferencias se consideran 
como producto de la dilución en el 
resultado químico, debido a la presencia 
de los minerales asociados. 
 
Tabla 6. Análisis microquímicos mediante 
SEM/DX de la muestra inicial de carbón. 





























Posteriormente, seis granos de carbón, 
escogidos aleatoriamente de cada 
muestra tratada, se analizaron 




microquímicamente mediante SEM-EDX. 
Ninguno de los 72 análisis microquímicos 
realizados mostró valores por encima del 
límite de detección de azufre en los 
granos de carbón analizados. 
 
La morfología de los granos de carbón se 
observó con características similares a las 
reportadas por MOLPP (Figura 3). 
Adicionalmente, de forma similar que con 
MOLPP, se pudo constatar la aparición de 
pirita presente como: (i) microcristales de 
pocas micras incluidos en la matriz del 
carbón (Figura 3), (ii) mostrando textura 
framboidal (Figura 4 y, menos 
comúnmente, (iii) rellenado fracturas en 
los granos de carbón (Figura 5). 
 
 
Figura 3. Imagen de SEM de un grano de 
la muestra inicial donde se observan 
granos de pirita. 
 
 
Fig. 4. Imagen de SEM de un grano de la 
muestra inicial donde se observan granos 
de pirita de textura framboidal. 
 
 
Fig. 5. Imagen de SEM de un grano de la 
muestra inicial donde se observan granos 
de pirita rellenando fracturas. 
 
Mediante las imágenes obtenidas por 
SEM-BSE, se observaron granos 
definidos, que no presentan ningún tipo 
de cambio que pueda ser asociado al 
proceso de biodesulfurización y en los 
cuales no se observa presencia de pirita. 
Esta es una condición importante al 
momento realizar los microanálisis dados 
que se pueden presentar resultados 
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confusos debidos a las diferentes formas 
de azufre (Figura 4). 
 
FIG 6. Imagen BSE de un grano de carbón 
obtenida por SEM luego del proceso de 
biodesulfurización 
 
5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 
El carbón analizado muestra una mayor 
proporción de azufre orgánico en 
comparación con el azufre inorgánico, 
esta condición  hace de este un carbón 
ideal para evaluar el proceso de 
biodesulfurización mediante 
Rhodococcus rhodochrous, dado que se 
estaría atacando más del 50% de azufre 
presente en su estructura. 
 
A partir de los resultados encontrados 
mediante el análisis petrográfico de las 
muestras de carbón por MOLPP y SEM-
BSE, se evidenció que no se presentan 
cambios texturales visibles, después del 
proceso de biodesulfurización. Este 
resultado está en concordancia con lo ya 
reportado por otros autores, donde se 
identifica el Rhodococcus rhodochrous 
como una cepa capaz de llevar a cabo 
una lixiviación selectiva de las diferentes 
formas de azufre orgánico sin metabolizar 
el esqueleto de carbono [4, 5].  
Por otro lado, evidencias texturales de 
disolución u otros cambios son no 
deseables, ya que estos podrían indicar la 
disminución en propiedades como el 
poder calorífico, lo que, al menos en parte, 
condicionaría su aplicación como método 
para la remoción de la fracción orgánica 
de azufre en carbones.  
 
Por otro lado, se considera que los 
resultados obtenidos mediante 
microanálisis por SEM-EDX donde se 
observan contenidos de azufre 
incrementado en los granos de carbón 
inicial, son debidos a la ocurrencia de la 
fracción orgánica presente, ya que no se 
pueden explicar, al menos a priori, de una 
manera diferente. Sin embargo, una 
eventual pero menos probable 
explicación, podría estar relacionada con 
la presencia de nanopartículas de 
minerales de azufre como la pirita. 
Aunque esta teoría se considera poco 




probable en virtud de los resultados con 
relación a la remoción de azufre 
inorgánico, donde es evidente que ésta no 
ocurrió. 
 
Los resultados que indican la ausencia de 
azufre en los granos de carbón, indican 
que los contenidos están al menos por 
debajo del límite detección de la técnica 
(alrededor del 0,3% S, para las 
condiciones usadas). De esta forma, a 
pesar de no ser la técnica más indicada 
para calcular los niveles de 
desulfurización de la fracción orgánica, 
los resultados nos muestran que es 
evidente la disminución de este elemento 
de la matriz del carbón. En conclusión 
esta técnica nos permite determinar la 
concentración de azufre presente en el 
carbón, independiente de la forma en la 
que se encuentre ya sea orgánica o 
inorgánica aunque no nos permite 
conocer un dato cuantitativo. 
 
Estudios anteriores han demostrado que 
la cepa de Rhodococcus sp. tiene la 
capacidad a través de una ruta metabólica 
extraer el azufre orgánico presente en el 
carbón [6]. El microorganismo libera 
moléculas en forma de sulfito el cual en un 
medio acuoso pasa a su estado de 
sulfato, este es asimilado y almacenado al 
interior de la célula. Tomando como punto 
de partida este escenario, se podría 
pensar que el exceso de azufre orgánico 
removido por el microorganismo, es 
evidente mediante microanálisis de EDX, 
ya que podría estar representado por el 
azufre acumulado en las bacterias.  
 
Finalmente, vale la pena anotar que 
procedimientos para el monitoreo del 
azufre orgánico presente en los carbones, 
como las diferentes normas disponibles 
de la ASTM, entre otros, entregan datos 
confiables y útiles, correspondientes a 
proporciones y formas de azufre 
presentes en el carbón [2], pero no son 
selectivas en cuanto al comportamiento 
de éstos en la estructura de los 
componentes organosulfurados [3]. Esto 
muestra la necesidad de buscar otras 
herramientas que permitan profundizar 
más allá de las formas de azufre 
presentes en el carbón y que lleve la 
investigación a un nivel micro, que 
permita entender la dinámica del 
comportamiento de una manera más 
específica. 
 
Algunos autores recomiendan técnicas 
como análisis por cromatografía de gases 
con capilar de cristal (GC), acoplado a un 
detector selectivo de azufre [7], 
espectrofotometría de fotoelectrones 
inducida por de rayos X (XPS), la 
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absorción de rayos X en estructura fina y 
espectroscopia de absorción de rayos X 
en la frontera (XANES) [7-18], ya que han 
demostrado ser técnicas más apropiadas 
para lograr determinar diferentes formas 
de azufre en el interior de las muestras de 
carbón. Las técnicas anteriores pueden 
ser entonces el camino correcto para 
lograr un análisis detallado y certero con 
el fin de definir los cambios ocurridos en 
el azufre orgánico al interior del carbón, 
luego de un proceso de 
biodesulfurización. 
 
Por último, se considera que los 
resultados de SEM-EDX obtenidos en 
este trabajo evidencian una clara 
disminución en la proporción de azufre 
orgánico, aunque los valores deberán ser 
considerados como datos cualitativos. La 
ausencia de azufre reportada en los 
análisis, si se explica desde la técnica 
empleada puede significar valores muy 
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